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Resume 
Modulation orthosterique et allosterique du PAFR par des molecules synthetiques 
Le PAF (facteur d'activation des plaquettes) est un mediateur lipidique de 1'inflammation 
tres puissant implique dans plusieurs conditions pathophysiologiques. Le PAF agit 
principalement via un seul recepteur, le PAFR qui appartient a la famille des recepteurs 
couples aux proteines G, les GPCRs. Le "two state model" assume que les GPCRs 
existent dans un etat d'equilibre entre un etat inactif (R) et un etat actif (R*). 
L'isomerisation de R vers R* peut arriver de facon spontanee, c'est a dire 
independamment de la liaison d'un agoniste. Dans ces travaux de recherche, nous avons 
tente de determiner la propriete antagoniste et agoniste inverse des molecules 
orthosteriques (WEB2086, PCA4248, FR49175, bromure d'octylonium, CV3988 et le 
Trans BTP dioxolane) a activer la voie des MAPK ainsi que le cycle biochimique des 
inositols phosphates dans la lignee cellulaire HEK 293 transfectee de facon stable avec le 
recepteur du PAF. De plus, l'activite potentiellement allosterique sur le PAFR de 
modulateurs synthetiques tels le THG-315, le THG-316 et MAREK a egalement ete 
investiguee dans la meme lignee cellulaire. Finalement, des surnageants d'hybridome 
9H1/1C1, 9F5/1H4, 9F5/1H4, 9F5/1F8, 9F5/2B3 et 9F5/2E4 contenant des anticorps 
monoclonaux, diriges tous contre un peptide qui equivaut a la region C-terminale de la 
troisieme boucle extracellulaire du PAFR: GFQDSKfHQA ont egalement ete utilises, 
afin : 1) de determiner le meilleur clone en terme d'affinite et de specificite et 2) effectuer 
des tests pour savoir s'ils possedent des proprietes agonistes ou antagonistes sur le PAFR. 
En conclusion, les resultats obtenus nous indiquent que :1) l'efficacite des molecules 
orthosteriques a antagoniser les reponses induites par le PAF depend de leur nature et de 
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leur concentration, 2) les modulateurs potentiellement allosteriques utilises ne modulent 
aucune des voies majoritairement connues pour etre activees par le PAFR, et 3) qu'il n'y 
a aucun marquage specifique du PAFR avec les surnageants d'hybridomes utilises. 
Mots cles: PAF (platelet activating factor) 
PAFR (Platelet activating factor receptor) 
GPCR (G protein coupled receptor) 
Activation orthosterique 
Modulateurs potentiellement allosteriques 
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Introduction 
Partie 1 : Facteur activant les plaquettes (PAF) 
1.1 Structure du PAF 
Durant les annees 1960, il a ete montre que les plaquettes de lapin pouvaient relacher 
rhistamine par un mecanisme qui dependait des leucocytes et des antigenes (BARBARO 
et ZVAIFLER.,1966). On pensait que ces leucocytes produisaient un facteur activement 
relache par un processus dependant de la temperature et du calcium. Plus tard, Benveniste 
et collaborateurs ont decrit une methodologie afin d'obtenir cette molecule qui a ete 
denommee facteur activant les plaquettes communement appele PAF (Platelet-activating 
factor) (BENVENISTE et al.,1972). En 1972, le PAF a ete caracterise, et ensuite il a ete 
montre que cette molecule etait relachee par les basophiles de lapin (BENVENISTE et 
al.,1972) selon un processus dependant des immunoglobulines IgE. Des etudes de 
structure en 1979 ont ensuite montre que le PAF etait en fait un phospholipide connu 
sous le nom de l-O alkyl-2-acetyl, sn glycero-3 phosphocholine (Fig 1) (BENVENISTE 
et al., 1979). Quoique le PAF soit toujours le terme utilise, ceci est un terme inapproprie, 
parce que ce terme l'identifie comme etant seulement un facteur capable d'activer les 
plaquettes. En plus d'etre un mediateur intercellulaire, le PAF joue aussi un role de 
mediateur d'interactions intracellulaires. En effet quand le PAF est synthetise par 
differents types cellulaires, il se lie a des recepteurs de la membrane plasmique d'autres 
cellules activees et change leur phenotype. Le PAF est aussi implique dans la 
transmigration des leucocytes dependamment du type de stimulus activant les cellules 
endotheliales et de la localisation du PAF produit. En 1984, Prescott et al avaient emis 
l'hypothese que l'adhesion des neutrophiles a des cellules endotheliales etait activee par 
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la thrombine et l'expression du PAF a la surface des cellules endothelials (PRESCOTT 
etal , 1984). 
En plus d'etre un facteur de signalisation intercellulaire, il a ete propose que le PAF 
pourrait avoir des effets autocrines et paracrines (BUSSOLINO et al.,1995). Aujourd'hui, 
le PAF est considere comme etant un puissant phospholipide avec plusieurs effets 
physiologiques et pathophysiologiques. 







Fig 1 : Structure du PAF (BENVENISTE et al.,1974) 
1.2 Biosynthese du PAF 
Trois voies differentes ont ete proposees pour la production du PAF, notamment la voie 
de remodelage, la voie de synthese de novo et la fragmentation oxydative (FEUERSTEIN 
et al., 1996) (Fig 2). La voie de remodelage designee la plus importante se retrouve chez 
les cellules infiammatoires stimulees. Cette voie requiere Faction de la phospholipase A2 
et l'acetyl CoA transferase. L'activation de la phospholipase A2 resulte en l'hydrolyse 
des phospholipides membranaires pour generer une variete de 2-lysophospholipides, 
comme le lyso-PAF, qui est la cible de l'acetyl transferase. Cette enzyme catalyse le 
transfert d'un groupement acetyl a la fonction hydroxyle libre se trouvant a la position 
sn2 des lysophospholipides. Cette enzyme est presente dans le plasma et dans les tissus. 
Une seconde voie pour la biosynthese du PAF est la voie de synthese de novo. Cette 
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synthese implique trois enzymes intervenant dans la conversion de l-0-alkyl-2-lyso-sn-
glycero-3-phosphate via l'acetylation, la dephosphorylation et le transfert de la choline. 
Cette voie donne lieu a 1-O-alkyl-2-acetylglycerol qui est ensuite converti en PAF par 
une glycero cholinephosphotransferase specifique. Cette voie est moins etudiee que celle 
du remodelage, mais elle est operationnelle dans les cellules endotheliales de la veine 
ombilicale (HELLER et al., 1991), les cellules de neuroblastome murin (HERRICK-
DAVIS et al., 1991), dans les reins et dans le systeme nerveux central (LEE et al., 1989). 
II a ete suggere que cette voie etait impliquee dans la production du PAF selon des 
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Fig 2 : Biosynthese du PAF (FEUERSTEIN et al.,1996) 
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Des travaux analysant la fragmentation oxydative des phosphatidylcholines ont ete 
realises. Quand il est expose aux conditions oxydatives, le 1-0-alkyl-phosphatidylcholine 
contenant des groupements acyl gras insatures a la position sn 2 peut se briser et 
engendrer une variete d'especes de 1-0-alkyl phospholipides contenant differentes 
substitutions de chaines courtes a la position sn 2 (SMILEY et al., 1991) (TANAKA et 
al., 1994). Ces molecules ont une bioactivite similaire a celle observee pour le PAF et 
leur activite peut etre egalement bloquee par des antagonistes du recepteur du PAF. Ces 
donnees peuvent avoir une implication importante dans les maladies resultant de 
dommages oxydatifs (KUBES et al., 1990) 
1.3 Degradation du PAF 
La degradation du PAF se fait par l'hydrolyse du groupe acetyl a la position sn-2 pour 
generer le lyso-PAF et de 1'acetate. L'enzyme catalysant cette reaction est le PAF 
acetylhydrolase (1-alkyl 2-acetyl-glycerophosphocholine esterase) (EC 3.1.1.47) 
(PRESCOTT et al., 2000). Des etudes ont montre qu'il pouvait y avoir differents 
isoformes sous forme soit secretee, soit intracellulaire. En plus du PAF, cette enzyme 
peut catalyser l'hydrolyse d'autres molecules biologiquement actives tels les 
phospholipides fragmented de facon oxydative (STAFFORINI et al., 1996). D'apres leur 
activite enzymatique, les PAF acetylhydrolases constituent le groupe VI des 
phospholipases A2, qui sont des enzymes considerees habituellement comme etant des 
initiateurs de transduction de signal; ces enzymes sont regulees par l'etat d'activation de 
la cellule. 
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Les PAF acetylhydrolases ont ete l'objet de plusieurs etudes cliniques en ce qui a trait 
aux maladies inflammatoires comme rarthrite, le sepsis, les dommages pulmonaires et 
les maladies vasculaires. Certaines fois, des desordres associes a 1'inflammation et aux 
reactions oxydatives liberant des radicaux libres ont ete lies a une inhibition de l'activite 
enzymatique. Toutefois, les changements dans le taux global de l'activite des PAF 
acetylhydrolases demeurent difficiles a interpreter de facon precise, vu que le taux final 
de l'activite peut etre le resultat de divers facteurs avec parfois des effets contraires. Une 
approche decisive dans la comprehension de l'enzyme a ete l'utilisation d'une forme 
recombinante de l'enzyme dans les modeles experimentaux de maladies humaines. 
Tjoelker et al ont ete les premiers a montrer directement que les PAF acetylhydrolases 
avaient des proprietes anti-inflammatoires in vivo (TJOELKER et al., 1995). Ces auteurs 
ont montre que le PAF acetylhydrolase reduisait 1'incidence du diabete en diminuant les 
taux de PAF dans les ilots de Langherans, preservant les cellules p par 1'inhibition des 
processus inflammatoires. Une deficience en PAF acetylhydrolase a ete associee a une 
augmentation de l'asthme severe et des maladies de l'artere coronaire chez les japonais 
(ICHIHARA et al., 1998) 
1.4 Cellules produisant le PAF 
Les origines cellulaires du PAF sont nombreuses, mais le PAF est principalement produit 
par les cellules impliquees dans le developpement de reactions inflammatoires, comme 
les neutrophiles, les basophiles, les macrophages (Tableau 1). Suite a des stimuli 
appropries, ces cellules sont capables de synthetiser du PAF. Les basophiles sensibilises 
ainsi que les mastocytes relachent le PAF en reponse a un antigene. Les monocytes et les 
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macrophages repondent a des stimuli phagocytaires comme les bacteries, les complexes 
immuns et le Ca + ionophore A23187. Quant aux neutrophiles, ils repondent aux esters 
de phorbol ainsi qu'a l'agent chimiotactique C5a. Les cellules endotheliales liberent le 
PAF en reponse a la thrombine, la vasopressine, l'angiotensine II et 1' interleukine 1. II a 
ete montre que les cellules endotheliales pouvaient egalement produire du PAF suite a 
une stimulation de differents mediateurs inflammatoires incluant la thrombine, 
l'angiotensine 2, le LTC 4, le LTD 4, l'histamine, la bradykinine, le TNF alpha, IL 8 et 
21 (BRAQUET et ROLA-PLESZCZYNSKL, 1987). Le PAF produit par les cellules 
endotheliales n'est pas secrete. Sur les cellules endotheliales, une fraction substantielle du 
PAF reste a la surface et dirige les interactions adhesives des cellules circulantes comme 
les neutrophiles. Les grands lymphocytes granulaires NK (natural killer) peuvent 
produire du PAF suite a leur stimulation du recepteur Fc et une serie de lignees 
cellulaires de leucemie humaine comme les lignees cellulaires lymphoblastoides 
transformees avec le virus EBV. Les cellules qui produisent le PAF sont elles-memes des 
cibles du PAF. 
15 
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Polymerisation de l'actine 
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et de la selectine-L 
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Production de superoxyde 
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Recrutement des eosinophiles, 
Hyperplasie cellulaire 
Augmentation de la permeabilite 
des eosinophiles 
Relache de GM-CSF 
Relache de l'acide arachidonique 
M&abolisme oxydatif des acides 
arachidoniques 
Migration 
Production de NO, 
Expression de VEGF, 
Activation de FAK 
Expression de VEGF 
Expression de c-fos, c-jun, 
IL-6 et IL-8 
Tableau 1. Reponses induites par le PAF dans divers types de cellules et d'organes 
Adapte de (ISHII et SHIMIZU., 2000) 
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1.5 Effets phvsiologiques et pathologiques du PAF 
Le PAF est un phospholipide proinflammatoire puissant possedant divers effets 
pathologiques et physiologiques (Tableau 2). Ce phospholipide est implique dans 
plusieurs processus, entre autres 1'inflammation physiologique, l'apoptose, 
l'angiogenese, la reproduction (STAFFORINI et al., 2003). La question qui survient 
evidemment est comment un simple mediateur peut etre implique dans une multitude 
d'evenements differents? Premierement, une variete de stimuli thrombotiques et 
inflammatoires activent les voies necessaires qui regulent la synthese du PAF. 
Deuxiemement, le recepteur du PAF est present a la surface d'un grand nombre de 
cellules, ce qui rend possible l'interaction du PAF avec une variete de tissus et d'organes. 
Troisiemement, 1'activation du recepteur de PAF genere des signaux de transduction 
utilisant differentes sous-populations de molecules effectrices et des voies de 
signalisation specifiques a chaque type cellulaire. 
En plus d'etre un mediateur physiologique, un large eventail d'effets pathologiques est 
associe a un exces de 1'accumulation du PAF. En theorie, les effets pathologiques 
pourraient etre le resultat soit d'une synthese excessive, soit d'une degradation alteree du 
PAF. La plupart des membres de la famille de PAF, les phospholipides fragmented de 
facon oxydative ou les lipides ressemblant au PAF produits d'une reaction oxydative non 
regulee, sont les consequences d'une activation cellulaire ou l'exposition a des toxines 
oxydatives ou polluantes. Ces mediateurs lipidiques potentiels peuvent etre produits a des 
temps inappropries en de grandes quantites, par des cellules et des organes qui n'ont pas 
evolue pour generer et reguler des signaux du PAF. II n'est done pas surprenant que les 
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bases moleculaires des maladies associees a un exces d'accumulation du PAF pourraient 
etre egalement dues a une degradation incorrecte du PAF. 
Effets phvsiologiques et pathophvsiologiques du PAF 
• Cellules sanguines 
Aggregation et secretion plaquettaire 
Chimiotaxie et activation des neutrophiles 
Chimiotaxie et activation des eosinophiles 
Activation des macrophages et des monocytes 
Stimulation des lymphocytes B 





Coagulation intravasculaire disseminee 
• Systeme nerveux central 
Plasticite synaptique 
Dommage du cerveau ischemique 
Convulsion 
• Systeme cardiovasculaire 
Hypotension 
Bradycardie 
Effet ionotropique negatif (muscle cardiaque) 
Ischemie myocardiale 




Dommage pulmonaire accru 
• Systeme gastro intestinal 
Contraction du tractus gastrointestinal du muscle lisse 
Glycogenolyse dans le foie 
Ulcere peptique 
• Rein 
Proliferation des cellules mesangliales 
Inhibition de la relache de renine 
• Systeme reproductif 
Ovulation 
Implantation de 1'ovule 
Stimulation de l'embryon 
Tableau 2. Effets physiologiques et pathophysiologiques du PAF. Adapte de (IZUMI et 
SHIMIZU., 1995) 
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Partie 2: Recepteur du facteur d' activation des plaquettes (PAFR) 
2.1 : Caracterisation du PAFR 
Le PAF exerce ses effets via un recepteur specifique, le PAFR (Platelet activating factor 
receptor). Le recepteur de PAF a ete clone chez plusieurs especes dont la souris (ISHII et 
al., 1996), le pore, l'humain (NAKAMURA et al., 1991) dans les annees 1990, et 
l'analyse par sequencage indique que ce recepteur appartient a la classe A de la 
superfamille des recepteurs couples aux proteines G (ISHII et SHIMIZU., 2000) (Figure 
3). Le PAFR humain (IZUMI et SHIMIZU., 1995) possede 342 acides amines et son 
poids moleculaire predit est de 39000 Da. Le gene de PAFR humain (hPAFR) se situe sur 
le chromosome Ip35-p34.4 et est caracterise par l'absence d'introns dans sa region 
codante (SEYFRIED et al., 1992). Deux sites potentiels de N-glycosylation selon 
l'espece et un site potentiel de palmitoylation au niveau du residu cysteine 316 ou 317 en 
C-terminal sont presents sur le PAFR. Neuf residus Ser/Thr seraient egalement presents 
dans la queue C-terminale du PAFR et quelques uns de ces residus sont impliques dans la 
liaison des GRKs (G-protein receptor kinases) (IZUMI et SHIMIZU, 1995). Une autre 
etude mentionne qu'il y aurait des sites importants dans la queue C-terminale pour la 
desensibilisation du recepteur induite par l'agoniste (TAKANO et al., 1994) 
Le gene du PAFR genere 2 transcrits differents soit le transcrit 1 et le transcrit 2. Le 
transcrit 1 est present de facon ubiquitaire et est plus abondant dans les leucocytes 
peripheriques. Le transcrit 1 semblerait jouer un role majeur dans les reactions 
inflammatoires. Le promoteur du transcrit 1 possede une sequence consensus pour le 
facteur de transcription NF-KB, SP-1, et INR. 
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Le transcrit 2 est present dans le coeur, les reins, la rate mais pas dans les leucocytes. La 
transcription du second transcrit requiere un site AP-1 et peut etre induite par des esters 
de phorbol, mais non par le PAF. Le second transcrit peut etre aussi regule par l'acide 
retinoique et l'hormone thyroidienne, l'oestrogene et le TGF0 (PRESCOTT et al., 2000). 
Le controle majeur de l'expression du recepteur du PAF est au niveau transcriptionnel, 
mais notre laboratoire a observe que le taux de l'ARNm du recepteur du PAF dans les 
monocytes humains diminuait en reponse au PKC et que la demi-vie de l'ARNm avait 
grandement diminue. Notre laboratoire a done conclu que la stabilite de l'ARNm serait 
egalement un autre mecanisme regulatoire potentiel de l'expression du PAFR 
(THIVIERGE et al., 1996) 
1 MEPHDSSHMD SEFRYTLFPI VYSIIFVLGV IANGYVLWVF ARLYPCKKFN EIKIFMVNL 
61 MADMLFLITL PLWIVYYQNQ GNWILPKFLC NVAGCLFFIN TYCSVAFLGV ITYNRFQAVT 
121 RPIKTAQANT RKRGISLSLV IWVAIVGAAS YFLILDSTNT VPDSAGSGNV TRCFEHYEKG 
181 SVPVLIIHIF IVFSFFLVFL IILFCNLVII RTLLMQPVQQ QRNAEVKRRA LWMVCTVLAV 
241 F1ICFVPHHV VQLPWTLAEL GFQDSKFHQA INDAHQVTLC LLSTNCVLDP VIYCFLTKKF 
301 RKHLTEKFYS MRSSRKCSRA TTDTVTEVVV PFNQIPGNSL KN 
Fig 3: Sequence en acides amines du PAFR humain. 
(NAKAMURA et al., 1991) 
Le couplage selectif du PAFR avec les proteines G heterotrimeriques a ete etudie selon 
diverses approches. La production de differents mutants du recepteur du PAF par 
diverses equipes a permis de comprendre son couplage aux proteines G, sa liaison au 
ligand, sa signalisation et ses etats d'activation. Deux revues completes explorent 
grandement les differentes mutations du PAFR (HONDA et al., 2002; PRESCOTT et al., 
2000). En resume, les residus histidines 188, 248 et 249 formeraient une pochette pour la 
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liaison du PAF, la cysteine 95 serait importante pour une fonction optimale du recepteur 
et les residus phenylalanines 97 et 98 seraient impliques dans la conformation du 
recepteur. Les mutations N100A et L231R conferent un phenotype constitutivement actif 
au PAFR. A l'inverse, les mutations D289A et A230E/Q rendent le PAFR inactif sans 
toutefois affecter sa liaison au PAF. Notre laboratoire a egalement montre que 
l'association de la P arrestine 2 avec le recepteur etait dependante de la region comprise 
entre la threonine 305 et la valine 330, parce que rarrestine 2 pouvait etre 
immunoprecipitee avec le mutant PAFR stop 330 (dont la sequence en acides amines 
s'arrete a la position 330), et non avec le PAFR 305 (CHEN et al., 2000). 
2.2 Signalisation par le PAFR 
Plusieurs mecanismes regulent le systeme de signalisation intercellulaire du PAF 
• Les voies de synthese 
• La regulation spatiale 
• La disponibilite biologique du PAF 
• L'expression du PAFR 
• La desensibilisation homologue et heterologue du PAFR 
• La degradation rapide du PAF par des acetylhydrolases intra et intercellulaires 
Comme tous les membres de la superfamille de recepteurs couples aux proteines G, le 
PAFR peut se Her et activer plusieurs sous types de ces proteines heterotrimeriques. Le 
recepteur de PAF peut se coupler aux sous-unites Gai, GaO, Gaq/11 selon le type 
cellulaire (DUPRE et al., 2001; VAN BIESEN et al., 1996). Dependamment du type 
cellulaire, l'activation des proteines G peut induire un large eventail d'effets incluant 
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entre autres 1'adhesion, la polarisation et la motilite cellulaires, 1'expression genique 
(MARINISSEN et GUTKIND., 2001). 
II est apparu clairement qu'un des evenements principaux dans les mecanismes de 
signalisation medies par le PAF est l'hydrolyse du phosphatidyl-inositol 4,5-
bisphosphate, par une phospholipase C fournissant deux seconds messagers, soit le 
diacylglycerol (DAG) et l'inositol 1.4.5 phosphate (IP3). Le DAG active certaines 
isoformes de la proteine kinase C menant a la phosphorylation des divers substrats de ras 
GRP (YANG et al., 2007), de certains canaux TPvP (HARDIE., 2007) et des chimiokines 
(KAZANIETZ., 2002) tandis que le IP3 mobilise le calcium intracellulaire (BERRIDGE 
et al., 2003). Le "turnover" des phospholipides ainsi que 1'augmentation du calcium 
intracellulaire peuvent etre bloques par des analogues de GTP, mais en presence de la 
toxine pertussique, ces deux reponses sont differentes, ce qui suggere qu'il y aurait deux 
proteines G distinctes en aval du PAFR. 
Honda et collaborateurs ont utilise des cellules transferees de facon stable afin d'etudier 
la capacite de PAF a activer les MAPK (Mitogen Activated Protein kinase). lis ont pu 
conclure que les deux formes de 42 et 44 kDa de la proteine ERK etaient phosphorylees 
quand les cellules etaient exposees au PAF (HONDA et al., 1994). La voie des MAPK 
peut etre activee dans plusieurs types cellulaires, incluant les cellules epidermales 
(MARQUES et al., 2002), ainsi que les cellules de type CHO (TANAKA et al., 1994) et 
HEK 293 (CHEN et al., 2003), lorsque transferees avec un plasmide codant pour le 
PAFR. Parmi les MAPK connues, ERK1/2, p38 et JNK sont activees (NICK et al., 1997) 
par une stimulation au PAF. Dependamment du type cellulaire, le patron d'activation 
peut varier. L'activation de MAPK passerait par la proteine kinase C (PKC) et se ferait 
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selon une voie differente de la petite GTPase ras dans les fibroblastes (HONDA et al , 
1994, VAN BIESEN et al., 1996). Dans notre laboratoire, il a ete montre que l'activation 
de ERK1/2 etait independante de la trans-activation du recepteur de l'EGF (EGFR) dans 
les cellules HEK293, en plus d'etre independante de Pinternalisation du recepteur ainsi 
que de l'activation des proteines G (CHEN et al., 2003). 
La voie JAK/STAT n'est pas seulement unique aux recepteurs de cytokines. Des etudes 
ont montre que cette voie pourrait etre egalement impliquee dans la signalisation via 
certains GPCRs dont le recepteur du PAF. Contrairement aux recepteurs de cytokines, 
l'association de JAK 2 avec les GPCRs a lieu uniquement apres la liaison de l'agoniste, 
excepte dans le cas du PAFR. Des recherches effectuees dans notre laboratoire ont 
montre que Tyk2 etait associe de facon constitutive avec le PAFR (LUKASHOVA et al., 
2001). Les regions du recepteur impliquees dans l'association de Jak 2 ont ete seulement 
etudiees dans un nombre restreint de GPCRs, ou il a ete montre que le motif DRY dans la 
seconde boucle intracellulaire du recepteur CCR2B (MELLADO et al., 1998), et le motif 
riche en proline YIPP, dans la queue C-terminale du recepteur de l'angiotensine ATI 
(ALI et al., 1997). De recentes etudes ont par contre montre que l'association de Jak2 
avec le recepteur ATI etait indirecte et etait due a la proteine tyrosine phosphatase 2 SH 
(SHP2) qui agirait comme une proteine d'echafaudage (MARRERO et al., 1998). Notre 
laboratoire a montre que PAFR pouvait activer Jak 2 independamment des proteines G et 
du mecanisme d'internalisation. L'association de Jak 2 avec le PAFR est dependante du 
ligand et requiert la presence de Tyk 2 catalytiquement active. L'extremite C terminale 
contient des domaines importants pour l'activation de JAK 2. Les membres de la famille 
23 
des JAK sont connus pour etre associes de fa9on constitutive avec les recepteurs de 
cytokines et deviennent actives par auto et ou transphosphorylation apres la liaison de la 
cytokine au domaine extracellulaire du recepteur. Recemment, notre laboratoire a montre 
que Tyk 2 qui est associe de facon constitutive au PAFR, etait essentiel pour l'activation 
induite par PAF. PAF induit une activation rapide de Tyk 2 independante des proteines G 
dans la lignee cellulaire myeloide Mono-mac 1 et dans un systeme de cellules 
transferees. Le PAFR regule egalement plusieurs autres molecules de signalisation telles 
que la phospholipase A2, la phospholipase D (PLD), la phospholipase C (PLC), des 
petites proteines G (IZUMI et SHIMIZU., 1995) 
2.3 Desensibilisation du recepteur du PAF 
Comme les autres GPCRs, le recepteur du PAF est desensibilise apres son activation 
initiale. La desensibilisation du PAFR peut avoir lieu soit par desensibilisation 
homologue ou heterologue. La desensibilisation homologue peut se faire de deux facons 
soit par la phosphorylation du recepteur, probablement par une GRK (G-protein-coupled 
receptor kinase 1) ou par l'inactivation des effecteurs PLC-P3 en aval par les PKC (ALI 
et al., 1994). La desensibilisation heterologue se fait par un troisieme mecanisme qui est 
la phosphorylation du recepteur par les PKC ou les PKA (RICHARDSON et al., 1996). 
La desensibilisation du PAFR est liee a son internalisation. Suite a la stimulation par un 
agoniste 1'internalisation du recepteur du PAF dependrait des arrestines, mais serait 
independante de l'activation des proteines G (CHEN et al., 2002). La queue C terminale 
serait un element tres important pour l'internalisation; en effet la phosphorylation de la 
queue C terminale faciliterait la sequestration du recepteur a la surface cellulaire, par 
contre cette phosphorylation ne serait pas essentielle (LE GOUILL et al., 1997). 
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2.4 Antagonistes du PAFR 
De nombreux efforts ont ete realises pour le developpement et la caracterisation 
d'antagonistes specifiques du recepteur du PAF. La comprehension de l'implication du 
PAF dans plusieurs dommages pathophysiologiques a ete considerablement facilitee par 
la decouverte de differents antagonistes du PAFR. Un certain nombre d'antagonistes 
naturels du PAFR a ete identifie comme le BN52021 (LACHACHI et al., 1985) et le 
Kadsurenone isoles de Ginkgo Biloba et de Piper futokadsurae respectivement. Des 
antagonistes synthetiques du PAFR ont ete developpes incluant 
1) des analogues de phospholipides comme le FR 72112, le CV 3988, le CV 6209, le 
ONO 6240, le RP 48740 
2) des derives de triazolobenzodiazepine comme le BN 50726, WEB 2086 
(CASALS-STENZEL et al., 1986), BN 50739 
3) des derives de Tetrahydrofurane comme le L-652731 
II est plus interessant d'utiliser des antagonistes synthetiques du PAF vu la plus grande 
facilite a les synthetiser et leur grand potentiel d'inhibition dans les reponses induites par 
le PAF. En pharmacologic, les composes ont le plus souvent ete caracterises par leur 
habilete a inhiber la liaison du PAF a son recepteur, ou a antagoniser les reponses 
specifiques induites par le PAF comme l'agregation plaquettaire par exemple. Certains 
des antagonistes du PAFR ont ete utilises dans quelques cas de maladies infiammatoires 
(PEPLOW, 1999). Un resume de leurs effets est dresse au tableau 3. 
Le plus souvent des antagonistes peuvent aussi se comporter comme des agonistes 
inverses. Dans notre laboratoire, il a ete montre que le WEB 2086 pouvait egalement se 
comporter comme un agoniste inverse (DUPRE et al., 2001). Des resultats de notre 
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laboratoire ont egalement montre que le WEB2086 pouvait induire l'activation de PKC 
tout comme le PAF, cependant les isozymes actives par les deux ligands sont differents 
































Isolated left colon perfusion 
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Inhibition of leukocyte adhesion to 
vascular wall and formation of 
leukocyte-platelet aggregates 
Attenuated the late asthmatic 
response, allergen-induced airway 
responsiveness, or baseline lung 
measurements 
Reduction in inhaled corticosteroid 
dosage during treatment phase 
Higher clinical improvement than 
after treatment with placebo 
Inhibition of PAP release 
Renal function less impaired and 
histological abnormalities less 
pronounced compared with 
postischemic kidneys from vehicle-
treated animals 
Increased plasma flow rate, GFR and 
Na+ reabsorption compared to kidneys 
reperfused without antagonist 
Reduced incidence of organ failure 
and total organ failure at the end of 
treatment 
Reduced the rise in serum amylase 
activity compared with controls and 
improved pancreatic histology score 
Antagonist protected against alloxan-
induced diabetes 
Improvement of clinical indicators 
when antagonist given at 40 mg*2/day 
for 28 days; no improvement in 
clinical and biological indicators when 
antagonist given at 40 mg*2/day for 
84 days 
Antagonist had protective effect 
Antagonist prevented endotoxin-
induced increases in pulmonary 
vascular permeability and histological 
changes 
Antagonist provided complete 
protection against endotoxin-induced 
lethality 
Antagonist reduced the mortality 
Tableau 3. Effets de differents antagonistes du PAFR. (PEPLOW, 1999) 
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Partie 3 : Etat d'activation des GPCRs 
3.1 Equilibre des GPCRs 
Le " two state model " assume que les GPCRs existent dans un etat d'equilibre entre un 
etat inactif (R) et un etat actif (R*). A l'etat inactif, les GPCRs ne sont pas couples aux 
proteines G, tandis a l'etat actif, les GPCRs peuvent se coupler et activer les proteines G 
(SEIFERT et WENZEL-SEIFERT, 2002). L'isomerisation de R vers R* peut se produire 
de facon spontanee, c'est a dire independamment de la liaison d'un agoniste. Les 
agonistes stabilisent l'etat R* des GPCRs et poussent done l'equilibre vers l'etat actif. Ce 
changement de conformation associe a l'isomerisation de R vers R* permet la 
dissociation des GDP des proteines G, l'etape limitante du cycle des proteines G. Un 
agoniste augmente de facon efficace le taux basal d'echange GDP/ GTP des proteines G 
et l'activite des systemes effecteurs. Les agonistes partiels sont moins efficaces que les 
agonistes a stabiliser l'etat actif R* des GPCRs, et done, ils augmentent de facon moins 
efficace le taux d'echange GDP/GTP. A l'inverse des agonistes complets, les agonistes 
inverses poussent l'equilibre des GPCRs vers l'etat inactif. Ils diminuent le niveau basal 
du taux d'echange GDP/GTP. Les composes jouant le role d'agonistes inverses ont une 
plus grande affinite pour l'etat inactif comparativement a la conformation active. Ce qui 
resulte en une diminution de la proportion de recepteurs dans une conformation active et 
une reduction dans l'activation basale des mecanismes effecteurs. Les agonistes inverses 
partiels sont moins efficaces que les agonistes inverses complets. Les antagonistes 
neutres n'alterent pas l'equilibre entre l'etat inactif R et l'etat actif R*. Ils ne changent 
pas non plus l'activite basale des GPCRs, mais ils bloquent les effets inhibiteurs des 
agonistes inverses ainsi que les effets stimulants des agonistes. En absence d'un agoniste, 
28 
un antagoniste ne stabilise pas preferentiellement l'un ou l'autre etat d'activation d'un 
GPCR. 
Etudier les relations entre la structure d'un ligand et ses proprietes peut permettre de 
predire les effets secondaires de celui-ci lors d'une therapie ainsi que de developper 
certaines molecules avec les caracteristiques desirees, comme par exemple des ligands 
pouvant induire une desensibilisation a court ou long terme sans pour autant induire des 
cascades effectrices indesirables. 
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Fig 3: Etat d'equilibre des GPCRs (SEIFERT et WENZEL-SEIFERT, 2002) 
3.2 Concept d'allosterie 
Le comportement allosterique a ete longtemps etudie en biologie bien avant que le terme 
d'allosterie soit utilise. Plusieurs concepts ont emerge des etudes d'allosterie. L'un de ces 
concepts a ete principalement etudie dans le domaine de l'enzymologie, selon lequel 
plusieurs proteines peuvent avoir plus d'un site de liaison. En effet des etudes de Bohr sur 
l'hemoglobine avaient revele que la proteine pouvait Her simultanement plus d'une 
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molecule d'oxygene, un phenomene alors nomme cooperativite (BOHR, 1904). En ce 
qui a trait aux GPCRs, il existe un autre concept relevant de la regulation allosterique. 
Les GPCRs peuvent migrer a l'interieur de la cellule et interagir avec d'autres molecules 
afin de transmettre le stimulus externe a la cellule. Les sites d'interaction du GPCR avec 
l'agoniste et les proteines intracellulaires sont differents et distincts d'un point de vue 
topographique. De ce fait, les GPCRs seraient naturellement allosteriques parce qu'ils 
possedent plus d'un site de liaison. De definition exacte, une molecule allosterique est 
une molecule qui se lie a un site different du site de liaison de l'agoniste endogene (MAY 
et al., 2004) 
Partie 4 : But de 1' etude 
A date, la majorite des efforts pour decouvrir des medicaments ciblant les GPCRs ont ete 
de developper des ligands selectifs se liant sur le site de liaison orthosterique du 
recepteur. De ce fait, la plupart des medicaments disponibles sur le marche sont soit des 
agonistes, des antagonistes neutres, ou des agonistes inverses, tous orthosteriques (MAY 
et al., 2004). L'action des drogues qui agissent via le site orthosterique des GPCRs 
depend de l'affinite des composes pour le recepteur. Ainsi, un agoniste orthosterique 
induira un etat active et un antagoniste, un etat neutre. Ces deux types de ligands sont en 
general insensibles aux fluctuations du taux du ligand endogene. Par consequent, les 
ligands orthosteriques peuvent etre associes a de la toxicite et a la regulation a long terme 
a la hausse ou a la baisse de l'expression du recepteur (MAY et al., 2007). 
II existe evidemment plusieurs avantages interessants a utiliser des agonistes 
allosteriques, comme par exemple leurs proprietes selectives vis a vis de certains 
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recepteurs. Ceci pourrait etre explique par l'affinite selective pour un site de liaison non 
conserve ou par une signalisation selective; les agonistes allosteriques en provoquant des 
changements de conformation unique, peuvent activer seulement certaines voies de 
signalisation cellulaire comme, par exemple, le couplage a certains effecteurs mais pas la 
desensibilisation. L'utilisation des agonistes allosteriques pourrait etre egalement 
benefique dans le domaine clinique par la combinaison de therapies dans certains 
desordres. Par exemple, le blocage du recepteur de chimiokine CXCR4 a ete une arme 
puissante pour combattre 1'infection par le VIH, par contre cette therapie peut 
occasionner plusieurs effets severes, etant donne que le CXCR4 est implique dans le 
transport des lynphocytes, des monocytes et des cellules souches hematopoietiques. Le 
developpement de Fantagoniste du CXCR4, AMD300 a du etre suspendu, parce que cette 
molecule induisait une toxicite cardiaque (BLEUL et al., 1996). Une facon de contourner 
cet inconvenient est l'utilisation d'agonistes allosteriques qui exercent un activite 
neutralisante en presence d'antagonistes orthosteriques pour ne conserver que le blocage 
de liaison au VIH (SACHPATZIDIS et al., 2003). Un bel exemple de cooperativite! 
4.1 Objectifs et hypothese de recherche 
Au cours de nos travaux de recherche, nous avons tente d'etudier la regulation du PAFR 
par des composes orthosteriques (Tableau 4), des modulateurs potentiellement 
allosteriques et des surnageants d'hybridomes. La modulation du PAFR par les molecules 
orthosteriques utilisees dans ces travaux avait deja ete etudiee dans notre laboratoire 
(DUPRE et al., 2001). Dans ces travaux de recherche, notre premier objectif a done ete 
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de comparer les voies de signalisation induites suite a l'activation du PAFR par ces 
molecules orthosteriques avec les modulateurs potentiellement allosteriques. 
Les modulateurs potentiellement allosteriques sont des D-peptides, et proviennent du 
laboratoire de synthese de l'universite McGill. Ces modulateurs correspondent a 
differentes regions du PAFR. II s'agit du THG 315 (NH2-YEKGSVPVL-COOH) a la 
position 177-185, du retropeptide THG 315 (NH2-LVPVSGKEY-COOH), du THG 316 
(NH2-LPWTLAEL-COOH) a la position 253-260, du retropeptide THG 316 (NH2-
LEALTWPL-COOH) et Marek-1 (NH2-SAGSGNVTRS-COOH) a la position 164-173. 
L'interet a considerer differentes regions du PAFR vient du fait qu'il existe des 
interactions intra-recepteur ayant pour but de stabiliser des conformations precises du 
recepteur, et garder le recepteur dans une structure fonctionnelle ou non. En ciblant ainsi 
plusieurs regions du recepteur, les probabilites de trouver une molecule capable 
d'interferer avec l'interaction de deux regions, ou de deux boucles du recepteur, qui 
seraient impliquees dans la stabilisation d'une conformation active, inactive ou meme 
neutre sont augmentees. 
L'utilisation d'un peptide interagissant avec une region, impliquee dans l'interface entre 
deux monomeres de recepteurs (qui forment un oligomere fonctionnel du recepteur), 
pourrait affecter des etats de transition dans l'activation du recepteur ou affecter l'affinite 
pour l'agoniste en changeant la structure du recepteur. Les THG tous derives de la 
jonction de la boucle et de la region transmembranaire pourraient augmenter les chances 
de susciter un tel phenomene. II est important de noter que les peptides n'etaient pas 
uniquement derives des regions transmembranaires, car des peptides trop hydrophobes ne 
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possederaient pas de bonnes proprietes (probleme de dissolution, d'agregation) de ligands 
dans vin milieu aqueux comme un milieu cellulaire. Le peptide Marekl a ete synthetise 
car il a ete montre qu'un anticorps contre cette region du recepteur agit comme un 
agoniste du PAFR en terme d'induction de flux calcique (MULLER et al., 1993). 
Plusieurs etudes ayant le meme principe de l'utilisation de petits peptides diriges contre 
une region de recepteur supportent notre demarche. Les etudes de Peri et collaborateurs 
ont montre que le peptide THG 113, un antagoniste non selectif du recepteur FP est 
capable de retarder le travail premature lors de 1'accouchement (PERI et al., 2002). Les 
etudes de Brault et collaborateurs ont montre que le THG 1603, un antagoniste du 
recepteur du LPAi est capable d'empecher la mort cellulaire induite par le LPA in vitro, 
ex vivo et in vivo (BRAULT et al., 2006), et finalement dans les etudes de Hou et 
collaborateurs, il a ete montre que la vasoconstriction des tissus cerebraux est fortement 
diminuee suite au pretraitement de ces tissus avec un antagoniste du recepteur de la 
thromboxane, le L-670596, ainsi que le THG 315, un antagoniste du recepteur du PAF 
(HOU et al., 2003). En ce qui a trait aux modulateurs potentiellement allosteriques, nous 
nous sommes done bases sur les travaux de Hou et collaborateurs (HOU et al., 2003) au 
cours desquels les auteurs ont utilise le THG 315, qui est l'un des peptides prototypes que 
nous avons utilises. Nous utilisons des analogues D-peptides au lieu de L-peptides parce 
que ces peptides sont beaucoup plus resistants a la degradation par des peptidases 
tissulaire et plasmatique, contrairement aux L-peptides. 
Notre deuxieme objectif a ete de caracteriser ces modulateurs en ce qui a trait a leurs 
proprietes agonistes, agonistes inverses ou antagonistes et aussi, de determiner si elles 
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induisaient une signalisation selective du PAFR, a savoir si ces molecules etaient 
capables d'activer seulement l'une ou l'autre des voies majeures connues pour etre 
activees par le PAF, telles que la voie des MAPKs, le cycle biochimique des inositols 
phosphates et la voie Jak/Stat. 
Les surnageants d'hybridome 9H1/1C1, 9F5/1H4, 9F5/1H4, 9F5/1F8, 9F5/2B3 et 
9F5/2E4 sont diriges tous contre le peptide 9F5 qui equivaut a la region C-terminale de la 
troisieme boucle extracellulaire du PAFR: GFQDSKFHQA. Ces surnageants 
d'hybridomes proviennent du laboratoire du Dr Uri Saragovi de l'Universite de Montreal. 
Ce sont des anticorps diriges contre le meme peptide, mais ils sont des clones distincts. 
Notre troisieme objectif a ete de determiner le meilleur clone en terme d'affinite et de 
specificite afin d'en produire en plus grande quantite, et finalement effectuer des tests 
pour savoir s'ils pouvaient moduler ou non l'activite du recepteur du PAF, ceci se basant 
sur le fait qu'il a ete montre dans notre laboratoire qu'un anticorps agissait comme un 
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Tableau 4 : Molecules orthosteriques utilisees. 
Partie 5 : MATERIEL ET METHODES 
5.1 PRODUITS UTILISES 
Anticorps anti ERK: lapin anti C-term ERK, Santa Cruz, LaJolla, USA 
Anticorps anti ERK (pYERK): souris anti-pY204, Santa Cruz, LaJolla, USA 
Anticorps secondaire: IgG de chevre anti Ig lapin, couple FITC (fluoresceine 
isothiocyanate): 
Anticorps secondaire: anti Ig de souris couple HRP {horseradish peroxidase): 
Amersham Biosciences, Baie D'Urfe, Canada 
Anticorps secondaire: anti Ig de lapin couple HRP : Amersham Biosciences, Baie D'Urfe, 
Canada 
Acide okadaic : inhibiteur de tyrosine phosphatase type 1 et 2A; Sigma-Aldrich, 
Oakville, Canada 
Acide formique 88%: Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Aminoethyl benzenesulfonylfluoride-AEBSF: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Ammonium formate: Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Aprotinine : Roche Diagnostics, Laval, Canada 
BSA : bovine serum albumin - albumine serique de boeuf; Sigma-Aldrich, Oakville, 
Canada 
Calyculine A: Biomol, Cedarlane, Hornby, Canada 
Deep Blue C: Perkin Elmer, Canada 
DMEM: Dulbecco 's modified Eagle medium, Invitrogen, Burlington, Canada 
Ethylenediamine-tetraacetic acid - EDTA: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Ethylene glycol-tetraacetic acid - EGTA: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
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Foetal bovine serum - FBS: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Glycine: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Lait en poudre ecreme Carnation : Nestle, Canada 
MgS04: Fisher Scientific, Nepean, Canada 
myo-[3H]-inositol: Amersham Biosciences., Baie d'Urfe, Canada 
PAF: Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA 
Peniciline: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Streptomycine: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
TransIT-Ltl: MirusBio, Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Tris base: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Triton X-100: Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Biomol 
cat: L122-0001 ; BIS(Methylthio)Gliotoxin(=FR-49175) 
cat: LI31-0005 ; Octylonium Bromide 
cat: L103-0005 ; CV-3988 
cat:L133-0010;PCA-4248 
cat:L135-0010 ; Ginkgolide B (=BN52021) 
Tocris Cookson Inc. 
cat: 2339/10; WEB 2086 
Alexis Biochemicals 
cat: ALX-301-001-M025; PAF (C16) 
cat: ALX-301-010-M005; PAF (C16), Carbamyl-PAF 
Cayman Chemical Co. 
cat: 60950-1; trans-BTP Dioxolane 
GenScript 
THG 315 (NH2-YEKGSVPVL-COOH) 
THG 315 a (NH2-LVPVSGKEY-COOH) 
THG 316 (NH2-LPWTLAEL-COOH) 
THG 316 a (NH2-LEALTWPL-COOH) 
MAREK (NH2-SAGSGNVTRS-COOH) 






5.2 MATERIEL UTILISE 
Film de chemiluminescence: General Electric Amersham Biosciences., Baie d'Urfe, 
Canada 
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Cytometre en flux : FACScan, BD Biosciences, Mississauga, Canada 
Spectrofluorometre: SLM/Aminco spectrofluorometer, SLM Instruments, Urbana, USA 
Kit d'extraction GeneClean: Quiagen, Mississauga, Canada 
Kit Wizard: Promega, Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Membrane nitrocellulose: Bio-Rad, Mississauga, Canada 
Petris de culture de 100 mm: Sarstedt, Montreal, Canada 
Petris de culture de 100 mm (pour culture de HUVEC): Fisher Scientific, Nepean, 
Canada 
Plaque de culture de 6 puits : Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Plaque de culture de 12 puits : Fisher Scientific, Nepean, Canada 
39 
Partie 6 : TECHNIQUES EXPERIMENT ALES 
6.1 CELLULES ET STIMULATION 
Lignee cellulaire HEK 293 
La lignee cellulaire HEK 293 (human embryonic kidney cell) a ete decrite la 
premiere fois en 1977 suite a la transformation de ces cellules avec de l'ADN de 
l'adenovirus 5 (GRAHAM et al., 1977). Ces cellules sont utilisees pour l'etude de 
mecanismes moleculaires car elles permettent d'exprimer des vecteurs d'expression tels 
que pcDNA et pJ3M. Ces cellules sont gardees en culture dans du milieu DMEM 
supplements de FBS 5%, de penicilline 100 UI/mL et de streptomycine lOOug/mL. Les 
passages cellulaires sont realises avec une solution de PBS/EDTA [500 uM]. 
Des cellules HEK293 exprimant de facon stable le PAFR-HA (HEKPAFR) ont ete 
produites dans des HEK293 par transfection au calcium-phosphate (4 mg ADN / petri 
100 mm) du vecteur pIRESP-HA-PAFR linearise par digestion avec l'enzyme de 
restriction Pvul (New England Biolabs Ltd.). Des clones independants ont ete 
selectionnes par resistance a l'antibiotique puromycine (3 ug/mL; InvivoGen, San Diego, 
USA) et caracterises par cytometric en flux avec l'anticorps specifique 3F10 (anti-HA; 
Roche Diagnostics, Montreal, Canada). 
Stimulation des cellules 
De facon generate, pour des cellules adherentes, il faut preparer du milieu de culture 
de cellules avec du HEPES (20 mM) et de la BSA (0,2%) et ajouter 90% du volume final 
desire de ce milieu aux cellules. Le ligand est dilue dans le 10%) de milieu restant, a une 
concentration 5 fois superieure (PAF : 10xlO"7M) a celle desiree pour la stimulation 
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(PAF : 10"7M). Apres avoir ajoute le 80% du volume de stimulation, les cellules sont 
incubees pendant 30 minutes a 37°C pour s'acclimater. Le ligand 5 fois concentre est 
ajoute aux cellules pour obtenir la concentration finale desiree et pour le temps desire a 
37°C. Pour arreter la stimulation, il faut placer les cellules sur la glace, aspirer le milieu 
de culture et ajouter du PBS (Annexe) a 4°C (1 mL/petri de 100 mm ou 600 uL/1 puits 
de plaque a 6 puits). Les cellules sont recuperees avec un racleur de cellules, transferees 
dans un microtube, centrifugees et lysees dans du tampon de lyse. 
6.2. METHODES IMPLIQUANT DES PROTEINES 
Detection du PAFR avec les surnageants d'hybridome par cytometric de flux 
Les cellules a une confluence de 60-75% sont detachers au PBS, puis centrifugees a 
1000 RPM pendant 10 minutes. Le culot est ensuite resuspendu dans du PBS contenant 
du BSA 2%. II faut faire en sorte d'avoir une concentration de 10 millions de cellules /ml 
de PBS BSA 2%. Les cellules sont ensuite transferees en volume egal dans des tubes 1,5 
ml pour avoir le nombre de conditions de traitement desire, soit differentes 
concentrations ou differents temps de stimulations a essayer par exemple. Vu que la 
concentration mere des surnageants d'hybridome est utilisee dans ce cas-ci, les cellules 
sont encore une fois centrifugees pendant 10 minutes a 1000 RPM et 100 ul de 
surnageant d'hybridome est depose sur le culot de cellules. Les cellules sont ensuite 
incubees pendant 45 minutes a 4°C. Les cellules sont ensuite lavees avec 1 ml de PBS et 
centrifugees pendant une minute a 6000 RPM. Le PBS est ensuite aspire et 50 ul de 
l'anticorps secondaire couple au FITC est ajoute pendant 45 minutes a 4°C. Les cellules 
sont ensuite lavees au PBS. Les echantillons sont analyses en cytometric de flux avec une 
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fenetre sur une population de cellules homogenes et analyses avec le programme 
CellQuestPro(V.5.2.1). 
Essai de BRET 2 
Le BRET (bioluminescence resonance energy transfer) permet de detecter l'interaction 
entre deux proteines en temps reel dans des cellules vivantes. Une des proteines est 
fusionnee avec le donneur d'energie luminescente comme le renilla luciferase (Rluc) et 
l'autre proteine est fusionnee avec l'accepteur d'energie, le GFP. Les deux proteines sont 
coexprimees dans la meme cellule. Si les deux proteines interagissent ensemble, leur 
proximite permettra le transfert d'energie entre la luciferase et le GFP. II n'y a pas de 
transfert d'energie si les deux proteines sont distancees de plus de 100 A (HAMDAN et 
al., 2006). 
Au jour 1, les cellules HEK 293 sont distributes dans des plaques de six puits. Au jour 2, 
les cellules sont co-transfectees avec 1 ug total d'ADN, soit 0.5ug de PAFR-GFP et 0.5 
ug de PAFR-Luc. Au jour 3, le milieu de culture est remplace par du DMEM, et au jour 
4, les cellules sont lavees deux fois au PBS, et 1 ml de PBS est ajoute dans chaque puits. 
Par la suite, les cellules sont incubees a 37°C pendant 3 minutes. Les cellules sont ensuite 
transferees dans des microtubes de 1.5 ml et centrifugees pendant 15 minutes a 3000 
RPM. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 80 ul de PBS contenant du glucose (1 
g/L), puis transferees dans une plaque de lecture pour le BRET de 96 puits. Les cellules 
sont ensuite stimulees pendant 5 minutes a 37 °C avec le PAF ou la molecule desiree pour 
avoir une concentration finale de 10"7M pour le PAF et son vehicule l'ethanol et 10"5M 
pour les modulateurs potentiellement allosteriques et leur vehicule (acide acetique 0.1%). 
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La plaque est deposee sur glace pour arreter la stimulation. Peu de temps avant de placer 
la plaque dans le lecteur de plaque (Fusion universal microplate analyser), le substrat de 
la luciferase, le Deepblue C coelenterazine est ajoute. La lecture s'effectue a une 
longueur d'onde de 410 nm. Le signal du BRET 2 est determine en calculant le ratio de la 
lumiere emise par le GFP (green fluorescent protein) sur la lumiere emise par le Rluc 
(renilla luciferase). 
Electrophorese SDS-PAGE et electrotransfert 
Cette technique vise a separer les proteines selon leur poids moleculaire. II faut 
d'abord faire polymeriser un gel de resolution de bis-acrylamide (Annexe), a un 
pourcentage donnant une resolution optimale, dans un montage d'electrophorese (Bio-
Rad). Un gel de 10% pour ERK1/2 est recommande. Par la suite, il faut faire polymeriser 
sur le gel de resolution le gel de tassement de bis-acrylamide (Annexe) avec le nombre de 
puits necessaires. Ce gel complet est installe dans un reservoir de migration (Bio-Rad) 
qui est rempli avec du tampon de migration (Annexe). Les echantillons sont deposes dans 
les puits et la migration est demarree a 90 V pour passer le gel de concentration suivi de 
120 V pour le gel de resolution. Lorsque le marqueur colore indique que la migration des 
proteines est suffisante, le gel est recupere et est ensuite depose sur une membrane de 
nitrocellulose (Bio-Rad) deja humidifiee avec le tampon de transfert (Annexe) et le 
montage est soumis au transfert (Bio-Rad). Le temps et le voltage varient selon la 
proteine a transferer : pour les proteines de moins de 50 kDa, il faut effectuer un transfert 
del20Vdurant l ,5h. 
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Immunobuvardage de type Western 
Afin d'eviter du marquage non specifique, les membranes sont bloquees dans du 
tampon phosphate salin (PBS; Annexe) contenant du lait ecreme en poudre (5%). 
L'anticorps primaire dirige contre la proteine d'interet est ajoute dans le milieu de 
blocage. Les membranes sont incubees toute la nuit a 4°C avec une agitation legere. Les 
membranes sont rincees 3 fois avec du PBS pendant 10 minutes a la temperature de la 
piece. L'anticorps secondaire couple a la peroxidase de raifort (HRP) dirige contre 
l'anticorps primaire est ajoute dans du PBS contenant du lait ecreme en poudre (5%) 
pour une duree de 60 minutes a la temperature de la piece. Apres 1'incubation de 
l'anticorps secondaire, les membranes sont rincees 3 fois avec du PBS pendant 10 
minutes a la temperature de la piece. Les membranes sont ensuite deposees dans une 
cassette pour revelation de film, le substrat de la HRP (Enhanced Chemiluminescence kit) 
est depose et la detection des proteines se fait par exposition d'un film de 
chemiluminescence, sensible a la lumiere (Amersham). Le film peut ensuite etre 
numerise et les bandes reactives sont dosees avec un logiciel de quantification (NIH 
Image Scan Analysis software, V. 1.7). 
6.3 ESSAIS FONCTIONNELS 
Dosage des inositols phosphates 
Cette technique a ete decrite dans la litterature (THIVIERGE et al., 1996). 
Brievement, les cellules sont ensemencees dans des plaques a 6 puits (5xl05/puits) et, 
quarante-huit heures apres le passage cellulaire, (elles doivent etre confluentes a 100 %), 
les cellules sont rincees avec du PBS sterile et du milieu DMEM sans inositol additionne 
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de myo-[ H]-inositol (3 jxCi/ml) est ajoute aux puits pour 24 heures supplementaires. Le 
milieu est remplace par du milieu sans inositol contenant de la BSA (0,1%) et du LiCl 
(20 mM) et incubees 10 minutes a 37°C. Le PAF 10"7M ou son vehicule, les molecules 
orthosteriques ou celles potentiellement allosteriques sont ensuite ajoutees pendant le 
temps desire a 37°C. La reaction est arretee en ajoutant de l'acide perchlorique froid 0.4 
M a chaque puits. Les lysats sont transferes dans des microtubes de 1,5 mL et du 0.72 N 
KOH / 0.6M KHC03 est ajoute. Les microtubes sont ensuite centrifuges pendant cinq 
minutes a 13000 RPM. Le surnageant est transferee sur une colonne de resine Dowex 
AG1-X8. Apres que les echantillons aient passe dans la resine, un rincage est effectue 
avec une solution d'acide formique 0.1N (Annexe). Les colonnes sont transferees dans 
des tubes a scintillation et 3 mL d'une solution d'ammonium formate (1,5 M; Annexe) 
sont ajoutes aux tubes de meme que du liquide a scintillation pour compter la 
radioactivite dans un compteur p\ Les donnees sont exprimees sous forme de CPM 
(comptes par millions). 
6.4 ANALYSES STATISTIQUES 
Pour l'analyse statistique, le test T de Student a ete effectue en utilisant le programme 
SigmaStat 3.0 software (SPSS Inc. Chicago, USA). Les differences sont considerees 
significatives lorsque P < 0.05 pour n > 3. 
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Partie 7 : Res ultats 
7.1 Molecules orthosteriques 
1A- Production d'inositols phosphates dans les HEK 293 PAFR-HA en presence de 
molecules synthetiques. 
Courhe de concentration-reponse et de cinetique de la stimulation au PAF dans les 
HEK293PAFRHA 
Dans nos etudes sur 1'activation du PAFR par des molecules orthosteriques, des essais 
similaires de production d'inositols phosphates ont ete realises avec les molecules 
orthosteriques et les modulateurs potentiellement allosteriques. En ce qui a trait aux 
essais d'extraction d'inositols phosphates, leur production dependante de la concentration 
de l'agoniste naturel, le PAF, a ete d'abord determinee (Fig 1 A) dans les cellules HEK 
293 transferees de facon stable avec le recepteur du PAF. Ceci, afin de determiner la 
concentration optimale de PAF pour induire une production maximale d'inositols 
phosphates dans ces cellules. A 10"nM et 10"10M, 1'augmentation dans la production 
d'inositols induite par le PAF en comparaison avec les cellules stimulees avec le vehicule 
etait non significative. Une augmentation considerable, soit de trois fois celle obtenue 
avec le vehicule, est obtenue avec une stimulation au PAF a 10" M. Par contre cette 
augmentation de la production d'inositols etait nettement significative quand les cellules 
etaient stimulees avec le PAF de 10" M a 10" M, soit superieure de cinq a six fois a la 
production obtenue quand les cellules etaient stimulees avec le vehicule ethanol. Une 
cinetique de la production d'inositols phosphates a egalement ete determinee afin de voir 
quel etait le meilleur temps de stimulation pour induire une production maximale 
d'inositols phosphates (Fig IB). D'apres les resultats obtenus, une stimulation de cinq 
minutes serait le temps optimal pour l'extraction d'inositols phosphates. Apres 20 
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minutes de stimulation, la production d'inositols etait diminuee de facon importante. Tout 
au long des essais sur la production d'inositols phosphates, la stimulation des cellules a 
ete realisee avec le PAF a une concentration de 10"7M pendant cinq minutes. 
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Concentration Reponse de la production 
d'IPs en fonction du PAF dans les 



















log [PAF ]M 
, EtOH 
5 10 15 20 30 40 
Temps de stimulation, (min) 
Fig. l.A. Concentration-Reponse de Production d"inositol phosphate dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. La 
production d'inositols phosphate a ete mesuree apres la stimulation des cellules avec differentes concentrations du PAF 
( I 0 " a 10'6 M) pendant 5 minutes. Le premier point non stim represente le controle etant le traitement a I'ethanol. B, 
Cinetique de la production d'inositols phosphates. La production d'lP est mesuree apres la stimulation au PAF 10"7M 
differcnts temps. Les resultats representent la moyenne et Fecart-type de trois experiences independantes. 
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Efficacite des antagonistes du PAF 
Les HEK 293 exprimant de facon stable le recepteur du PAF ont ete utilisees pour 
confirmer l'activite antagoniste et agoniste inverse des differentes molecules 
orthosteriques. Quoique ces composes soient tous des ligands du PAFR, parce qu'ils 
interferent avec la liaison du [3H]WEB2086 ou du [3H]PAF (DUPRE et al., 2001), 
plusieurs d'entre eux ne competitionnent pas de facon efficace avec le PAFR pour la 
production d'inositols phosphates dans les cellules HEK 293. Pour les essais 
d'antagonistes, deux types d'experiences ont ete realisees. Premierement, la production 
d'inositols a ete mesuree soit en faisant varier les concentrations de PAF (10"nM a 10" 
6M) et en gardant la concentration des molecules orthosteriques constante (10"5M ) (Fig 
2,3,4,5,6,7,8 B), soit deuxiemement en gardant constante la concentration de PAF a 10"8 
M, et en faisant varier la concentration des molecules orthosteriques de 10"8 M a 10"4 M 
(Fig 2,3,4,5,6,7,8 C). Pour la premiere serie d'experiences, en presence de bromure 
d'octylonium (10"5 M) et de PAF (10"'°, 10"9 et 10"8 M), de PCA 4248 (10"5 M) et de PAF 
(10"9,10"10et 10"7M), de FR49175 (105 M) et de PAF 10"6M et de Trans BTP dioxolane 
(10"5 M) et de PAF 10"9, 10"8 et 10"6M, et finalement de WEB 1086 (10"5 M) et de PAF 
10"11, 10"10,10"9, 10"8 et 10"7M, la production d'inositols phosphates a ete 
significativement diminuee. Pour les autres concentrations utilisees pour les molecules 
orthosteriques et le PAF, la diminution de la production d'inositols phosphates n'etait pas 
significative. Pour la deuxieme serie d'experiences, a part le FR49175, pour toutes les 
autres molecules orthosteriques, la diminution de la production d'inositols etait 
significative quand les cellules etaient en presence de PAF 10"8M et de 10"5 et 10"4 M 
pour les molecules. 
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Efficacite des agonistes inverses 
La plupart des antagonistes se comportent egalement comme des agonistes inverses 
(MAY et al., 2007), c'est a dire qu'ils contribuent a diminuer l'activite basale dans la 
cellule. Afin de determiner si ces molecules orthosteriques se comportaient egalement 
comme des agonistes inverses, la production d'inositols phosphates a ete mesuree suite a 
la mise en presence des cellules avec les molecules seules. En effet, toutes ces molecules 
diminuaient la production basale d'inositols quand elles etaient utilisees a differentes 
concentrations soit de 10"5 M a 10"8 M (Fig 2, 3, 4, 6, 7 et 8 A). Suite aux essais de 
comparaison en ce qui a trait a l'activite agoniste inverse des differentes molecules 
orthosteriques, le WEB 2086, puis le bromure d'octylonium se sont reveles etre les 
meilleurs agonistes inverses pour la production d'inositols phosphates dans les cellules 




















-8 -7 -6 
log |0.Bromide | M 
-5 
a O. Bromide+PAF 











PAF I O 7 M 
-7 -6 -4 
log jBromure d'octylonium|M 
PAF10- 7 M 
Fig 2: A: Activite agoniste inverse du bromure d'oetylonium. La production d'inositols phosphates a 6ti mesuree apres le 
traitement des cellules HEK.293 PAFR-MA avec diffdrentes concentrations de bromure d'oetylonium soit de 10'5 M a IO"8 
M pendant 5 minutes. Les cellules ont dgalement 6te exposdes au veliicule comme controle. B: EtTet du bromure 
d'oetylonium sur la production d'inositols phosphates induite par diffdrentes concentrations du PAF dans les cellules HEK. 
293 exprimant le PAFR-HA. La production d'inositols phosphates a ete mesuree apres le pretraitement des cellules avec une 
concentration constante de bromure d'oetylonium soit I0"5 M pendant 30 minutes, suivie de la stimulation avec differentes 
concentrations du PAF (10"" M a IO"6 M) pendant 5 minutes. Les colonnes pleines represented les cellules stimulees 
uniquement avec le PAF. C: Effet de differentes concentrations de bromure d'oetylonium sur la production d'inositols 
phosphates dans les HEK 293 PAFR-HA stimulees au PAF I0"7 M. La production d'inositols phosphates a etd mesuree 
apres le traitement des cellules avec diffdrentes concentrations de bromure d'oetylonium soit de lO'^ M a I05 M pendant 30 
minutes, suivie de la stimulation avec le PAF a une concentration constante soit de I0"7 M. Comme controles, des cellules 
ont dtd stimulus soit avec le PAF tout seul,' soit avec le vdhicule tout seul. Les resultats reprdsentent la moyenne et I'dcart-
type de 3 experiences independantes. B: *, P = 0.0105, ** P = 0.0076, *** P < 0.0001 ( Bromure d'oetylonium + PAF par 
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Fig 3: A: Activite agoniste inverse de BN52021. La production d'inositols phosphates a ete mesuree apres le traitement des cellules 
HEK 293 PAFR-HA avec diffdrentes concentrations de BN52021 soit de 10"5 M a I0"8 M pendant 5 minutes. Les cellules ont 
(Sgalement et6 exposes au vehicule comme controle. B: Effet de BN5202I sur la production d'inositols phosphates induite par 
differentes concentrations du PAF dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. La production d'inositols phosphates a ete mesuree apres 
le pretraitement des cellules avec une concentration constante de BN52021 soit I0"5 M pendant 30 minutes, suivie de la stimulation 
avec difterentes concentrations du PAF (10"" M a 10"6 M) pendant 5 minutes. Les differentes concentrations utilises pour le PAF 
varient de 10" M a 10" M. Les colonnes pleines prdsentent les cellules stimuldes uniquement avec le PAF. C: Effet de difRrentes 
concentrations de BN5202I sur la production d'inositol phosphate dans les cellules HEK 293 PAFR-HA stimuiees avec le PAF 10"7 
M. La production d'inositols phosphates a ete mesuree apres le traitement des cellules avec differentes concentrations de BN52021 
soit de 109 M a 10'5 M pendant 30 minutes, suivie de la stimulation avec le PAF a une concentration constante soit de 10"7 M. 
Comme controles, des cellules ont ete stimuiees soit avec le PAF tout seul, soit avec le vehicule tout seul. Les resultats repr£sentent 
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Fig 4: Activity agoniste inverse de PCA 4248. La production d'inositol phosphate a iti mesur^e apres le traitement des cellules 
HEK 293 PAFR-HA avec differentes concentrations de PCA 4248 soit de 10"5 M a 108 M pendant 5 minutes. Des cellules ont 
egalement et6 exposees au vdhicule comme contrdle. B: Effet de PCA 4248 sur la production d'inositol phosphates induite par 
differentes concentrations du PAF dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. La production d'inositols phosphates a ete mesuree 
apres le pretraitement des cellules avec une concentration constante de PCA 4248 soit 10"5 M pendant 30 minutes, suivie de la 
stimulation avec differentes concentrations du PAF ( 10" M a 10b M pendant 5 minutes. Les differentes concentrations utilises 
pour le PAF varient de 10"" M a 10"6 M. Les colonnes pleines reprdsentent les cellules stimuldes uniquement avec le PAF. C: Effet 
de differentes concentrations de PCA 4248 sur la production d'inositols phosphates dans les cellules HEK 293 PAFR-HA 
stimulees au PAF 10"7 M. La production d'inositols phosphates a et£ mesuree apres le traitement des cellules avec diffirentes 
concentrations de PCA 4248 soit de 10"9 M a 10"1 M pendant 30 minutes, suivie de la stimulation avec le PAF a une concentration 
constante soit de 10"7M A titre de comparaison, des cellules ont etd stimulees soit avec le PAF tout seul, soit avec le vehicule tout 
seul. Les rdsultats repr^sentent la moyenne et l'&art-type de trois experiences independantes. B: *, P = 0.0210, **, P = 0.0042, 
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Fig 5: Activity agoniste inverse de WEB 2086. La production d'inositols phosphate a Hi mesur6e apres le traitement des cellules HEK 293 
PAFR-HA avec differentes concentrations de WEB 2086 soit de 10"5 M a lO8 M pendant 5 minutes. Des cellules ont egalement eti 
exposes au vdhicule comme controle. B:Effet de WEB 2086 sur la production d'inositols phosphates induite par differentes 
concentrations du PAF dans les cellules HEK 293PAFR-HA. La production d'inositols phosphates a ete mesurde apres le prdtraitement 
des cellules avec une concentration constante de WEB2086 soit 10"5M pendant30 minutes, suivie de la stimulation avec differentes 
concentrations du PAF (10"" M a 10"* M ) pendant 5 minutes. Les differentes concentrations utilises pour le PAF varient de 10"" M a 
lO6 M. Les colonnes pleines repfesentent les cellules stimulus uniquement avec le PAF. C: Effet de differentes concentrations de CV3988 
sur la production d'inositols phosphates dans les cellules HEK 293 PAFR-HA stimulus avec le PAF10"7 M. La production d'inositols 
phosphates a 6fe mesurte apres le traitement des cellules avec differentes concentrations de CV3988 soit de 10"9 M a 10"4 M pendant 30 
minutes, suivie de la stimulation avec le PAF a une concentration constante soit de 10"7 M. Comme contrdles, des cellules ont H6 stimulus 
soit avec le PAF tout seul, soit avec le vehicule tout seul. Les resultats reprdsentent la moyenne et 1'tScart-type de trois experiences 
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Fig 6: Activity agoniste inverse de CV3988. La production d'inositols phosphates a ete mesuree apres le traitement des cellules 
HEK 293 PAFR-HA avec differentes concentrations de CV3988 soit de 10'5'M a 10"8 M pendant 5 minutes. Des cellules ont 
egalement efe exposees au vehicule comme controle. B: Effet de CV3988 sur la production d'inositols phosphates induite par 
differentes concentrations du PAF dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. La production d'inositols phosphates a ete mesuree apres 
le pretraitement des cellules avec une concentration constante deCV3988 soit 10"5 M pendant 30 minutes, suivie de la stimulation 
avec differentes concentrations du PAF (10" Ma 10"6 M) pendant 5 minutes. Les differentes concentrations utilisees pour le PAF 
varient de 10" Ma 106 M. Les colonnes pleines repr6sentent les cellules stimufees uniquement avec le PAF. C: Effet de differentes 
concentrations de CV3988 sur la production d'inositols phosphates dans les cellules HEK 293 PAFR-HA stimufees avec le PAF I0"7 
M. La production d'inositols phosphate a dfe mesuree apres le traitement des cellules avec differentes concentrations de CV3988 
soit de I0"9-M a 10"4 M pendant 30 minutes, suivie de la stimulation avec le PAF a une concentration constante soit de !0~7 M: 
Comme controles, des cellules ont efe stimufees soit avec le PAF tout seul, soit avec le veliicule tout seul. Les r^sultats reprdsentent 
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Fig 7: A: Activity agoniste inverse de FR49I75. La production d'inositols phosphates a iti mesur£e apres le traitement des 
cellules HEK 293 PAFR-HA avec differentes concentrations de FR49175 soit de 10"5 M a 10"8 M pendant 5 minutes. Des 
cellules ont egalement 6t6 e x p o s e s au vehicule comme controle. B: EfFet de FR49I75 sur la production d'inositols 
phosphates induite par differentes concentrations du PAF dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. La production d'inositols 
phosphates a M mesur6e apres le prelraitement des cellules avec une concentration constante de FR 49175 soit 10"5 M 
pendant 30 minutes, suivie de la stimulation avec differentes concentrations du PAF (1()"" M a 10"6 M) pendant 5 minutes. 
Les difterentes concentrations utilisdes pour le PAF varient de 1 0 " M a 10"6 M. Les colonnes pleines reprdsentent les 
cellules st imulus uniquement avec le PAF. C: Effet de differentes concentrations de FR49175 sur la production d'inositols 
phosphates dans les cellules HEK 293 PAFR-HA s t imulus avec le PAF 10"7M. La production d'inositols phosphates a 6t6 
mesur^e apres le traitement des cellules avec differentes concentrations de FR49175 soit de 10"g M a 10"4 M pendant 30 
minutes, suivie de la stimulation avec le PAF a une concentration constante soit de 10"7 M. Comme controles, des cellules ont 
6l6 stimuldes soit avec le PAF tout seul, soit avec le vdhicule tout seul. Les r6sultats represented la moyenne et I'dcart-type de 
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Fig 8: A: Activite agoniste inverse de Trans BTP dioxolane. La production d'inositols phosphates a ete mesuree apres le 
traitement des cellules HEK 293 PAFR-HA avec differentes concentrations de TBTP dioxolane soit de I0"5 M a I0"8 M pendant 
5 minutes. Des cellules ont 6galement ete stimulus avec le v6hicule comme controle. B: Effet de TBTP dioxolane sur la 
production d'inositols phosphates induite par differentes concentrations du PAF dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. La 
production d'inositols phosphates a ete mesuree apres le preTraitement des cellules avec une concentration constante de TBTP 
dioxolane soit I0"5 M pendant 30 minutes, suivie de la stimulation avec differentes concentrations du PAF ( 10" M a 10"6 M 
pendant 5 minutes. Les differentes concentrations utilisees pour le PAF varient de 10" M a I0"6 M. Les colonnes pleines 
rcpr6sentent les cellules stimuiees uniquement avec le PAF. C: Effet de differentes concentrations de TBTP dioxolane sur la 
production d'inositols phosphates dans les cellules HEK 293 PAFR-HA stimulus au PAF I0"7 M. La production d'inositols 
phosphates a ete mesuree apres le traitement des cellules avec differentes concentrations de FR49175 soit de 10"9 M a 10~4 M 
pendant 30 minutes, suivie de la stimulation au PAF a une concentration constante soit de 10"7 M. Comme controles, des cellules 
ont ete stimuiees soit avec le PAF tout seul, soit avec le vehicule tout seul. Les resultats representent la moyenne et 1'ecart-type 
de 3 experiences independantes. B: **, P = 0.0037, ***, P < 0.0001. ( TBTP Dioxolane + PAF par rapport au PAF seul) 
IC-50 de TBTP Dioxolane: 1.625 * 10"6M 
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Activation de ERK 1/2 dans les cellules HEK 293 PAFR-HA 
L'activation de la voie MAPK a egalement ete verifiee en determinant si les proteines 
kinases ERK 1/2 etaient phosphorylees suite a la stimulation des cellules par le PAF. Tout 
d'abord, afin de determiner la concentration optimale de PAF pour induire une 
phosphorylation de ERK 1/2, des essais de MAPK dependant de la concentration du PAF 
soit de 10" a 10" M ont ete realises. Le vehicule, soit l'ethanol a egalement ete utilise 
afin de voir s'il induisait egalement une reponse (Fig 9). Les resultats obtenus nous ont 
permis de conclure que les concentrations de 10"9, 10"8 et 10"7M de PAF induisaient une 
phosphorylation significative des kinases ERK1/2. 
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Phosphorylation de Erkl/2 en fonction de la concentration de PAF 
dans les cellules HEK 293 PAFR-HA 
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Fig 9: Phosphorylation de Erk 1/2 dans les cellules HEK 293 PAFR-HA en fonction de la concentration de 
PAF ( 10"" a 10"7 M ). Les cellules ont ete stimulees avec differentes concentrations du PAF pendant 5 minutes. 
Les membranes ont ete mis en presence de Panticorps anti pErk 1/2, puis lav^es, debarrass^es de Panticorps, et 
remises en prdsence de Panticorps anti-Erk 1/2. Les figures representent la moyenne et l'ecart-type de 3 
experiences independantes. ***; P < 0.0001 ( par rapport a l'ethanol). Les graphiques ont ete realises suite a 
l'analyse par densite optique. Pour chaque point, le ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a 
l'ethanol. 
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Cinetique de la phosphorylation de ERK 1/2 
Une fois que la concentration optimale de PAF a stimuler la phosphorylation de ERK 1/2 
ait ete determinee, une cinetique permettant de determiner le meilleur temps de 
stimulation pour avoir une phosphorylation maximale a ete realisee. Les resultats obtenus 
montrent que la phosphorylation de ERK 1/2 est biphasique (Fig 10). Au cours de la 
premiere phase de stimulation, deux a cinq minutes sont suffisantes pour detecter une 
phosphorylation significative de ERK 1/2 et au cours de la deuxieme phase, une 
phosphorylation significative de ERK 1/2 est obtenue apres cinquante minutes de 
stimulation avec lePAFdelO"7M. 
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Cinetique de la phosphorylation de Erk 1/2 dans 
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Fig 10: Cinetique de la phosphorylation de ERK1/2 induite par le PAF ( 108M) a differents temps de stimulation dans les cellules 
HEK 293 PAFR-HA. Les membranes ont ete mis en presence de l'anticorps anti pErk 1/2, puis, lavees, debarrassees de 
l'anticorps puis remises en presence de l'anticorps anti-Erk 1/2. Les resultats representent la moyenne et Pecart-type de 3 
experiences independantes. Les graphiques ont et6 realises suite a I'analyse par densite optique. *** P = 0.0005 ( par rapport a 
l'ethanol). Pour chaque point, le ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a l'ethanol. 
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Essais d'antagonistes et d'agonistes inverse sur la phosphorylation de ERK 1/2 en 
fonction de la concentration des molecules orthosteriques et du PAF 
Afin d'evaluer l'efficacite des molecules orthosteriques a inhiber la reponse induite par le 
PAF sur la phosphorylation de ERK1/2, les cellules ont d'abord ete traitees pendant 30 
minutes avec les molecules, Trans BTP dioxolane, CV3988, BN 52021, bromure 
d' octylonium, PCA 4248 et le WEB2086 a deux concentrations differentes, soit 10"5 et 
10"7 M, puis stimulees au PAF soit a 10"8, 10"9 et 10"10 M, pendant 5 minutes. II s'est 
avere que lorsque la concentration de la molecule orthosterique etait 1000 ou 10000 fois 
superieure (dependamment de la molecule) a celle du PAF : soit 10"5 M pour les 
molecules et 10"8 ou 10"9 M pour le PAF, l'inhibition de la phosphorylation de ERK1/2 
etait significative (Figs 11, 12, 13, 14, 15, 16). Aucune des molecules lorsqu'elles etaient 
utilisees seules n'induisaient la phosphorylation de ERK 1/2. On peut done conclure que 
la capacite des molecules orthosteriques a inhiber la phosphorylation de ERK1/2 induite 
par le PAF depend de la concentration du PAF et de la molecule utilisee. Par contre, deux 
hypotheses peuvent etre emises d'apres les resultats obtenus quand les cellules etaient 
seulement traitees avec les molecules : soit ces molecules sont toutes des agonistes 
inverses puisqu'elles induisent tres peu ou pas du tout la phosphorylation de ERK1/2, soit 
que ces molecules utilisees seules avaient un effet neutre sur l'etat d'activation du 
recepteur. 
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Phosphorylation de Erkl/2 dans les cellules HEK-293 PAFR-HA en presence 
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Fig 11: Efficacite du Bromure d'octylonium (10"5 et 10"7 M) a inhiber la phosphorylation de Erk 1/2 induite par le PAF ( 10"7, 
10"8 et 10"9 M) dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. Les cellules ont d'abord 6te traitees pendant 30 minutes avec l'octylonium 
bromide, puis stimulees par le PAF pendant 5 minutes. Les membranes ont ete mis en presence de l'anticorps anti pErk 1/2, puis 
lavees, debarrassees de l'anticorps, puis remises en presence de l'anticorps anti-Erk 1/2. Les resultats representent la moyenne et 
l'ecart-type de 3 experiences independantes. Les graphiques ont ete realises suite a l'analyse par densite optique. *,P = 0.0334, 
**, P = 0.0062 (par rapport au PAF 109M). Pour chaque point, le ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a I'ethanol. 
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Phosphorylation de Erkl/2 dans les cellules HEK-293 PAFR-HA en 
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Fig 12: Efflcacite de CV 3988 (10"5 et 10"7 M) a inhiber la phosphorylation de Erk 1/2 induite par le PAF (10"7, 10"8 et 
lO"9 M) dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. Les cellules ont d'abord ete traitees pendant 30 minutes avec le CV 3988, 
puis stimulees par le PAF pendant 5 minutes. Les membranes ont ete mis en presence de l'anticorps anti pErk 1/2, puis 
lavees, debarrassees de l'anticorps, puis remises en presence de l'anticorps anti-Erk 1/2. Les resultats representent la 
moyenne et l'ecart-type de 3 experiences independantes. Les graphiques ont ete realises suite a l'analyse par densite 
optique. *, P= 0.0318, **, P = 0.0019 ( par rapport au PAF 10*M). #, P = 0.0005 (par rapport a 10"9 M). Pour chaque 
point, le ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a l'ethanol 
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Phosphorylation de Erkl/2 dans les HEK-293 PAFR-HA en presence de PAF 
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Fig 13: Efficacitedu Trans BTP dioxolane (10"5et 10"7 M) a inhiber la phosphorylation de Erk l/2induite par le PAF ( 10"7, 108et 10" 
9
 M) dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. Les cellules ont d'abord ete traitees pendant 30 minutes avec le TBTP dioxolane, puis 
stimulees par le PAF pendant 5 minutes. Les membranes ont ete mis en presence de l'anticorps anti pErk 1/2, puis lavees, debarrassees 
de l'anticorps, puis remises en presence de l'anticorps anti-Erk 1/2. Les resultats representent la moyenne et l'ecart-type de 3 
experiences independantes. Les graphiques ont ete realises suite a l'analyse par densite optique.*, P = 0.0463 ( par rapport a PAF 10-7 
M), * , P = 0.0345, §, P= 0.0170 ( par rapport a PAF 10"9 M). Pour chaque point, le ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a 
l'elhanol. 
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Phosphorylation de Erkl/2 dans les cellules HEK-293 PAFR-HA 
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Fig 14: Efficacite du BN 52021 ( 105 et IO"7 M) a inhiber la phosphorylation de Erk l/2induite par le PAF ( IO"7, IO'8 et IO"9 M) dans 
les cellules HEK 293 PAFR-HA. Les cellules ont d'abord ete traitees pendant 30 minutes avec le BN 52021, puis stimulees par le PAF 
pendant 5 minutes. Les membranes ont ete mis en presence de l'anticorps anti pErk 1/2, puis lavees, debarrassees de l'anticorps, puis 
remises en presence de l'anticorps anti-Erk 1/2. Les resultats representent la moyenne et l'ecart-type de 3 experiences independantes. 
Les graphiques ont ete realises suite a l'analyse par densite optique. ***, P= 0.0005 ( par rapport a PAF IO"9 M). Pour chaque point, le 
ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a l'ethanol. 
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Phosphorylation de Erkl/2 dans les cellules HEK-293 PAFR-HA en 
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Fig 15: Efficacite du PCA 4248 ( 10"5 et 10"7 M) a inhiber la phosphorylation de Erk 1/2 induite par le PAF ( 10"7, 10"8 et 10"9 M) dans 
les cellules HEK 293 PAFR-HA. Les cellules ont d'abord ete trait6es pendant 30 minutes avec le PCA 4248, puis stimulees par le PAF 
pendant 5 minutes. Les membranes ont ete mis en presence de l'anticorps anti pErk 1/2, puis lavees, debarrassees de l'anticorps, puis 
remises en presence de l'anticorps anti-Erk 1/2. Les resultats representent la moyenne et l'ecart-type de 3 experiences independantes.Les 
graphiques ont ete realises suite a l'analyse par densite optique.*, P = 0.0402 §,P = 0.0315 ( par rapport a PAF 10"8M). Pour chaque point, 
le ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a l'ethanol. 
67 
Phosphorylation de Erkl/2 dans les HEK-293 PAFR-HA en presence de PAF 
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Fig 16: Efficacite du Web 2086 (10s et 107 M) a inhiber la phosphorylation de Erk l/2induite par le PAF ( 107, 10"8 et 10"9 
M) dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. Les cellules ont d'abord ete traitees pendant 30 minutes avec le WEB 2086, puis 
stimulees par le PAF pendant 5 minutes. Les membranes ont ete mises en presence de Panticorps anti pErk 1/2, puis lavees, 
debarrassees de l'anticorps, puis mises en presence de l'anticorps anti-Erk 1/2. Les resultats representent la moyenne et 
l'ecart-type de 3 experiences independantes. Les graphiques ont ete realises suite a l'analyse par densite optique. Pour chaque 
point, le ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a l'ethanol. 
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7. Modulateurs potentiellement allosteriques 
Production d'inositols phosphates dans les cellules HEK 293 PAFR-HA en presence 
de peptides synthetiques 
Differents peptides synthetiques, potentiellement allosteriques ont ete utilises. D'apres les 
etudes de Hou et collaborateurs, le peptide THG-315 se comporte comme un antagoniste 
du PAFR (HOU et al, 2003). Dans nos travaux de recherche, cinq peptides dont le 
prototype etant le THG-315, ont ete utilises. L'interet de travailler avec ces peptides etait 
de determiner lequel se comportait comme antagoniste, agoniste inverse ou meme 
agoniste en presence du PAFR. Tout d'abord, des essais d'agoniste ont ete realises, et 
suite aux resultats obtenus avec la stimulation des cellules HEK 293 PAFR-HA avec les 
differentes molecules a une concentration de 10"7 M, la production d'inositols phosphates 
obtenue etait non significative en comparaison a la stimulation a l'ethanol, alors que le 
PAF 10" M (Fig 17A) induisait une augmentation significative de la production 
d'inositols phosphates, soit sept fois superieure au niveau obtenu en presence du 
vehicule. Nous avons done conclu que ces molecules ne se comportaient pas comme des 
agonistes du PAFR. Par la suite, des essais d'antagonisme ont ete realises (Fig 17B). 
Aucune diminution significative n'a ete observee quand les cellules avaient ete 
pretraitees ou non avec les molecules synthetiques puis stimulees avec lePAF 10"M. Le 
retropeptide THG-315 etait la seule molecule qui induisait un changement minime voire 
discret dans la production d'inositols, et done au lieu de provoquer un effet antagoniste, 
cette molecule semblait agir de facon synergique avec le PAF pour activer le «turnover» 
des phospholipides. Finalement des essais d'agonisme inverse ont ete realises, et d'apres 
les resultats obtenus (Fig. 17C), ces molecules ne se comportaient pas comme des 
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agonistes inverses, car elles ne diminuaient pas la production basale d'inositols 
phosphates de facon significative. 
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Effet des molecules synthetiques sur la production d'inositols phosphates 
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Fig 17: Effet des peptides synthetiques sur la production d'inositols phosphates dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. A: La 
production d'inositols phosphates a ete mesuree apres la stimulation des cellules pendant 5 minutes soit avec les peptides 
synthetiques ou avec le PAF a une concentration de 10"7 M. B: La production d'inositols phosphates a ete mesuree apres le 
pretraitement des cellules avec une concentration constante de 10"4 M pour les differentes molecules synthetiques pendant 
30 minutes, suivie de la stimulation avec le PAF 10"7 M pendant 5 minutes. C: La production d'inositols phosphates est 
mesuree suite a la stimulation des cellules avec les molecules synthetiques a une concentration de 10"4 M. Les resultats 
represented la moyenne et Pecart-type de 3 experiences independantes. 
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Essais d'antagonisme, d'agonisme / d'agonisme inverse sur la phosphorylation de 
ERK 1/2 en fonction de la concentration des modulateurs potentiellement 
allosteriques et du PAF 
Afin de determiner si les modulateurs potentiellement allosteriques, le THG 315 sens, le 
retropeptide THG 315, le THG 316 et le retropeptide THG 316 et Marek etaient capables 
d'induire la phosphorylation de ERK 1/2, les cellules HEK 293 PAFR-HA ont ete 
stimulees soit avec les modulateurs a une concentration de 10"4 M, soit avec le PAF a une 
concentration de 10"7M. Une phosphorylation hautement significative etait obtenue, 
seulement quand les cellules etaient stimulees avec le PAF, par contre, aucune 
modulation de la voie des MAPK n'etait obtenue suite a l'utilisation des modulateurs 
synthetiques (Fig 18). 
En ce qui a trait a la propriete antagoniste, les cellules ont d'abord ete traitees pendant 30 
minutes avec les modulateurs a une concentration de 10"4M, puis stimulees avec le PAF 
10"7M pendant 5 minutes. Ces modulateurs n'avaient aucun effet sur la phosphorylation 
des kinases ERK 1/2 induite par le PAF, a part le traitement au retropeptide THG 315 qui 
semblait induire une legere augmentation de la phosphorylation de ERK 1/2 en 
comparaison avec les cellules stimulees seulement avec le PAF (Fig 19). Les modulateurs 
utilises ne semblaient pas pouvoir moduler la voie des MAPK dans cette lignee cellulaire. 
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Effets des peptides synthetiques sur la phosphorylation de Erk 1/2 dans 
les cellules HEK 293-PAFR- HA 
Stimulus 10 4M 
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Fig 18: Effet des peptides synthetiques sur la phosphorylation de Erk 1/2 dans les cellules HEK 293 PAFR-HA. Les cellules ont 
ete stimulees pendant 5 minutes soit avec le PAF comme controle positif, soit avec l'acide acetique ou Pethanol comme controle 
negatif ou avec les differentes molecules synthetiques indiqu^es ci-haut. Les membranes ont ete mis en presence de l'anticorps 
anti pErk 1/2, puis lavees, debarrassees de l'anticorps, et remises en presence de l'anticorps anti-Erk 1/2. Les resultats 
representent la moyenne et I'ecart-type de 3 experiences independantes. Les graphiques ont ete realises suite a l'analyse par 
densite optique. Pourchaque point, le ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a l'ethanol. 
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Effets des molecules synthetiques sur la phosphorylation de Erk 1/2 
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Fig 19: Phosphorylation de Erk 1/2 dans les cellules HEK 293 PAFR-HA en presence des molecules synthetiques et du PAF. Les 
cellules ont d'abord ete traitees ou non pendant 30 minutes avec les molecules indiquees, puis stimulees avec le PAF pendant 5 
minutes. Les membranes ont ete mis en presence de l'anticorps anti pErk 1/2, puis lavees, debarrassees de l'anticorps, et remises 
en presence de l'anticorps anti-Erk 1/2. Les r^sultats representent la moyenne et l'ecart-type de 3 experiences independantes. Pour 
chaque point, le ratio pErk 1/2 / Erkl/2 est normalise par rapport a l'ethanol. Les graphiques ont ete realises suite a 1'analyse par 
densite optique. 
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Essais de BRET 2 avec les modulateurs potentiellement allosteriques 
Un nombre important d'etudes ont montre que plusieurs GPCRs forment des 
homodimeres aussi bien que des heterodimeres (BOUVIER, 2001). Plusieurs recepteurs 
pouvent former des homodimeres : il s'agit entre autres du recepteur p2 adrenergique, 
(HEBERT et al., 1996) et le recepteur 5 opioide, (CVEJIC et DEVI, 1997), les recepteurs 
de chimiokines CCR2b, CCR4, et CCR5 (RODRIGUEZ-FRADE et al., 1999a; 
RODRIGUEZ-FRADE et al., 1999b) et le senseur de calcium Ca2+ (ZHANG et al., 
2001). Les agonistes peuvent stabiliser les dimeres de plusieurs recepteurs incluant le 
recepteur P2 adrenergique et les recepteurs de chimiokines. Ceci suggere que 
l'homodimerisation pourrait jouer un role directement ou non dans le mecanisme 
d'activation de certains recepteurs ou peut etre dans l'internalisation dependante de 
l'agoniste comme il a ete montre pour le recepteur 8 opioi'de (CVEJIC et DEVI, 1997). 
La necessite de l'heterodimerisation des GPCRs pour les fonctions physiologiques et 
pharmacologiques dans les cellules est encore a debattre, par contre certaines etudes 
suggerent que la dimerisation des GPCRs peut jouer un role important dans la regulation 
de leurs activites biologiques. D'autres donnees suggerent egalement que la dimerisation 
peut etre importante pour l'internalisation dependante de l'agoniste dans le cas du 
recepteur opioide 8 (CVEJIC and DEVI, 1997). De plus Hebert et ses collaborateurs ont 
montre que les oligomeres constituent la forme active du recepteur P2 adrenergique 
(HEBERT et al., 1996). lis ont egalement montre que l'exposition du recepteur a un 
agoniste inverse promouvait la forme monomerique. De ce fait, les GPCRs montreraient 
des ressemblances avec les recepteurs de cytokines et de facteurs de croissance, dont 
l'activation depend de leur transition de monomeres a oligomeres (LEMMON et al., 
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1997). Afin de voir si les modulateurs potentiellement allosteriques inhibaient la 
dimerisation du PAFR, des essais de BRET 2 ont ete realises. Les resultats ont montre 
que la dimerisation du recepteur soit dans les cellules traitees avec les molecules, 
stimulees avec le PAF ou non, n'avail pas ete affectee (Tableau 5). 
Tableau 5 : Essai de BRET 2 avec les modulateurs potentiellement allosteriques 
dans les cellules HEK293SL-HA PAFR 
THG 315 s 
THG 315 a 
THG 316 s 





















13961.67 +/- 13850 
24984.67 +/- 2730.944 









Tableau 5: Essai de BRET 2 avec les differents modulateurs potentiellement allosteriques dans les cellules 
HEK293SL. Les cellules ont ete transfectees avec 0.5 ug de GFP et 0.5 ug de LUC. Elles ont ete stimulees 
ou non avec le PAF et les modulateurs pendant 5 minutes. Elles ont ete lavees et apres l'ajout du Deep Blue 
C, les echantillons ont ete deposes dans le compteur Fusion TM 
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7.3 Surnageants d'hybridome 
Essais de FACscan avec des surnageants d'hybridome diriges contre le PAFR 
Les surnageants d'hybridomes contiennent des anticorps diriges contre 9F5, un peptide 
qui equivaut a la region C terminale de la troisieme boucle extracellulaire: 
GFQDSKFHQA du PAFR. Ce sont done des anticorps contre le meme peptide mais des 
clones distincts. Le but ultime de travailler avec ces anticorps etait de voir quel est le 
meilleur clone en terme d'affinite et de specificite pour le PAFR, et de tester par la suite 
s'ils agissaient comme agonistes ou antagonistes du PAFR. Pour ce faire, des essais de 
FACscan ont ete realises. Quatre lignees cellulaires differentes ont ete utilisees dont les 
cellules HEK293 PAFR-HA, et 3 lignees cellulaires differentes ont ete utilisees comme 
temoins negatifs soit les HEK 293, les HEK293 CXCR4-HA, les HEK 293 cysLTl-myc. 
Les anticorps anti-HA et anti-myc ont ete utilises comme temoins positifs etant donne 
que les recepteurs PAFR et CXCR4 portaient 1'etiquette HA, et que le recepteur CysLTl 
portait l'etiquette myc. La figure 20 (A- F) represente le controle negatif pour le 
marquage extracellulaire des differents recepteurs PAFR, CXCR4 et le CysLTl. Aucun 
anticorps primaire n'a ete ajoute et comme attendu le marquage obtenu etait negligeable 
et variait de 0.5% a 10%. La figure 21 (A-C) represente le controle positif pour le 
marquage extracellulaire des recepteurs PAFR, CXCR4 et CysLTl. Vu que les recepteurs 
PAFR et CXCR4 contiennent l'etiquette HA et le recepteur CysLTl contient l'etiquette 
myc, les anticorps primaires anti-HA et anti-myc ont ete utilises dans un premier temps 
comme controle positif. Le marquage obtenu montre clairement que les cellules 
expriment les recepteurs d'interet. Le pourcentage de marquage obtenu pour le PAFR est 
de 70%, celui obtenu pour le CXCR4 est de 74% et finalement de 49% pour le CysLTl. 
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Un tres faible marquage des differents recepteurs, variant de 3% a 40% est obtenu 
lorsque les differents surnageants d'hybridomes sont utilises comme anticorps primaires 
(Fig22 pour le 9F5 1C1, Fig 23 pour le 9F5 1B4, Fig24 pour le 9F5 1F8, Fig25 pour le 
9F5 1H4, Fig26 pour 9F5 2B3 et Fig27 pour le 9F5 2E4). Le marquage obtenu avec les 
differents surnageants d'hybridomes est cependant non specifique pour le PAFR puisqu'il 
n'y a pas une grande difference dans le pourcentage de marquage pour le PAFR et le 
CXCR4 (Figs 22 a 27). De plus, les resultats montrent que ces surnageants peuvent 
reconnaitre d'autres recepteurs ou d'autres antigenes sur les cellules utilisees puisqu'un 
marquage est obtenu avec les cellules n'exprimant aucun des recepteurs d'interet. Le 
marquage est extremement faible pour le recepteur CysLTl, il variait de 2% a 7% pour 
tous les surnageants d'hybridome (Figs 22 a 27). En conclusion, les resultats obtenus 
montrent que ces surnageants d'hybridome n'etaient pas specifiques au PAFR. 
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Controle negatif pour le marquage extracellulaire de PAFR, CXCR4 et CysLTl 
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Fig 20: Controle negatif de marquage extracellulaire du PAFR pour les differents surnageants d'hybridome . Un 
marquage de controle negatif a ete realise sur les differents types de cellules A: HEK293, B: HEK293 myc C: HEK 
293 poly-HA, D: HEK 293 CysLTl, E: HEK 293 PAFR-HA, F: HEK 293 CXCR4-HA . Aucun anticorps primaire 
(surnageant d'hybridome) n'a ete ajoute. Les cellules ont ete mises en presence de PBS 2% BSA pendant 45minutes a 
4°C, lavees puis mises en presence de l'anticorps secondaire couple au FITC (IgG+ IgM) pendant 30 minutes a 4°C. 
Les echantillons sont lus en cytometric de flux et analyses avec le programme CellQuest Pro (V.5.2.1). 
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Controle positif pour le marquage extracellulaire de PAFR, CXCR4 et CysLTl 
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Fig 21: Controle positif de marquage extracellulaire du PAFR, CXCR4 et CysLTl pour les differents 
surnageants d'hybridome. Un marquage de controle positif a ete realise sur les differents types de cellules. 
L'anticorps primaire anti-HA pour les recepteurs PAFR et CXCR4 (A et B) et Panticorps primaire anti-myc 
(C) pour le recepteur CysLTl ont ete ajoutes aux differents types cellulaires pendant 45minutes a 4°C, 
lavees puis mises en presence de l'anticorps secondaire couple au FITC (IgG+ IgM) pendant 30 minutes a 
4°C. Les echantillons sont lus en cytometric de flux et analyses avec le programme CellQuest Pro (V.5.2.1). 
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Marquage extracellulaire de PAFR, CXCR4 et CysLTl avec 9F5 1C1 
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Fig 22: Marquage extracellulaire du PAFR , CXCR4 et CysLTl ainsi que les cellules HEK 293 avec le 
surnageant d'hybridome 9F5 1C1. Les cellules A: HEK 293 PAFR-HA, B: HEK 293 CXCR4-HA, C: HEK 
293 Cysltl-myc et D: HEK 293 ont ete mises en presence du surnageant d'hybridome 9F5 1C1 non dilue 
pendant 45minutes a 4°C, lavees puis mises en presence de l'anticorps secondaire couple au FITC ( IgG+ 
IgM) pendant 30 minutes a 4°C. Les echantillons sont lus en cytometric de flux et analyses avec le 
programme CellQuest Pro (V.5.2.1). 
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Marquage extracellulaire de PAFR, CXCR4 et CysLTl avec 9F5 1B4 
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Fig 23: Marquage extracellulaire du PAFR, CXCR4 et CysLTl ainsi que les cellules HEK 293 avec le 
surnageant d'hybridome 9F5 1B4. Les cellules A: HEK 293 PAFR-HA, B: HEK 293 CXCR4-HA, C: 
HEK 293 Cysltl-myc et D: HEK 293 ont ete mises en presence du surnageant d'hybridome 9F5 1B4 
non dilue pendant 45minutes a 4° C, lavees puis mises en presence de Panticorps secondaire couple au 
FITC ( IgG+ IgM) pendant 30 minutes a 4° C. Les echantillons sont lus en cytometric de flux et analyses 
avec le programme CellQuest Pro (V.5.2.1). 
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Marquage extracellulaire de PAFR, CXCR4 et CysLTl avec 9F5 1F8 
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Fig 24. Marquage extracellulaire du PAFR, CXCR4 et CysLTl, ainsi que les cellules HEK 293 avec le 
surnageant d'hybridome 9F5 1F8: Les cellules A: HEK 293 PAFR-HA, B: HEK 293 CXCR4-HA, C: 
HEK 293 Cysltl-myc et D: HEK 293ont ete mises en presence du surnageant d'hybridome 9F5 1F8 non 
dilue pendant 45 minutes a 4° C, lavees puis mises en presence de l'anticorps secondaire couple au 
FITC (IgG+ IgM) pendant 30 minutes a 4° C. Les echantillons sont lus en cytometric de flux et analyses 
avec le programme CellQuest Pro (V.5.2.1). 
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Marquage extracellulaire de PAFR, CXCR4 et CysLTl avec 9F5 1H4 
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Fig 25. Marquage extracellulaire du PAFR, CXCR4 et CysLTl ainsi que les cellules HEK 293 avec le 
surnageant d'hybridome 9F5 1H4. Les cellules A: HEK 293 PAFR-HA, B: HEK 293 CXCR4-HA, C: 
HEK 293 Cysltl-myc et D: HEK 293 ont ete mis en presence du surnageant d'hybridome 9F5 1H4 
non dilue pendant 45minutes a 4°, lavees puis mises en presence de l'anticorps secondaire couple au 
FITC (IgG+ IgM) pendant 30 minutes a 4°. Les echantillons sont lus en cytometrie de flux et analyses 
avec le programme CellQuest Pro (V.5.2.1). 
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Marquage extracellulaire de PAFR, CXCR4 et CysLTl avec 9F5 2B3 
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Fig 26. Marquage extracellulaire du PAFR, CXCR4 et CysLTl ainsi que les cellules HEK 293 
avec le surnageant d'hybridome 9F5 2B3: Les cellules A: HEK 293 PAFR-HA, B: HEK 293 
CXCR4-HA, C: HEK 293 CysLTl-myc et D: HEK 293 ont ete mis en presence du surnageant 
d'hybridome 9F5 2B3 non dilue pendant 45minutes a 4°C, lavees puis mises en presence de 
l'anticorps secondaire couple au FITC (IgG+ IgM) pendant 30 minutes a 4°C. Les echantillons 
sont lus en cytometric de flux et analyses avec le programme CellQuest Pro (V.5.2.1). 
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Marquage extracellulaire de PAFR, CXCR4 et CysLTl avec 9F5 2E4 
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Fig 27. Marquage extracellulaire du PAFR, CXCR4 et CysLTl ainsi que les cellules HEK 293 avec le 
surnageant d'hybridome 9F5 2E4: Les cellules A: HEK 293 PAFR-HA, B: HEK 293 CXCR4-HA, C: HEK 
293 CysLTl-myc et D: HEK 293 ont ete mis en presence du surnageant d'hybridome 9F5 2E4 non dilue 
pendant 45 minutes a 4°C, lavees puis mises en presence de Panticorps secondaire couple au FITC (IgG+ 
IgM) pendant 30 minutes a 4°C. Les echantillons sont lus en cytometric de flux et analyses avec le programme 
CellQuestPro(V.5.2.1). 
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Partie 8 : Discussion 
Les resultats de cette etude montrent que la phosphorylation de ERK1/2 ainsi que la 
production d'inositols phosphates induites par le PAF atteignent leur maximum apres un 
temps de stimulation tres court qui est de cinq minutes. L'exposition des GPCRs a 
l'agoniste, est habituellement suivie par leur desensibilisation rapide (BUNEMANN et 
HOSEY, 1999). Apres l'endocytose, un recepteur peut etre recycle a la surface cellulaire 
ou degrade, ce qui pourrait expliquer l'augmentation du niveau de phosphorylation de 
ERK1/2 apres une heure de stimulation. Certaines etudes montrent qu'apres un traitement 
prolonge de plusieurs heures avec l'agoniste, il y a une regulation a la baisse du nombre 
total de recepteurs, un phenomene qui est du a une desensibilisation a long terme de ces 
recepteurs ou a leur degradation (VON ZASTROW, 2001). Dans des etudes effectuees 
dans notre laboratoire, on a montre que la dimerisation de PAFR-GyrB induite par la 
coumermycine, etait suffisante pour engendrer la desensibilisation et l'internalisation du 
complexe PAFR-GyrB par un mecanisme independant des arrestines, des clathrines ou de 
l'activation de la phospholipase C, mais requerant par contre l'activite de la proteine 
kinase C (PERRON et al., 2003). 
De plus, plusieurs etudes sont unanimes a proposer que la deuxieme phase de 
phosphorylation pourrait etre due a l'activation de la famille des tyrosines kinases Src 
(SNEDDON et FRIEDMAN, 2007; GESTY-PALMER et al, 2006; GUO et al, 2006). II 
n'est done pas etonnant que probablement, suite a une internalisation du PAFR ou a 
l'activation d'autres proteines kinases qu'on assiste a une modulation a la baisse des 
voies de signalisation dependantes de l'etat d'activation du PAFR et a une 
phosphorylation tardive de Erkl/2. A la lumiere de ces etudes, ces resultats supportent 
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done la phosphorylation biphasique des kinases ERK1/2 observee en reponse a la 
stimulation des cellules par le PAF. 
Dans nos essais sur la production d'inositols phosphates, les resultats montrent qu'une 
concentration de PAF de 10" M a 10" M etait efficace a induire une production 
significative d'inositols phosphates. Ces donnees sont en accord avec 1'etude menee par 
Abebe et collaborateurs qui ont montre que 1'augmentation de la production d'inositols 
phosphates induite par le PAF dans les cellules U937 etait significative quand elles 
etaient stimulees avec le PAF a une concentration de 10"9M a 10"5M (ABEBE et al., 
1996). 
II a ete rapporte dans le contexte de certains GPCRs que certaines molecules pouvaient 
agir comme des agonistes inverses et reduire les niveaux de l'activite spontanee de ces 
recepteurs et egalement reduire les reponses cellulaires fonctionnelles (CHIDIAC et al., 
1994). Certains GPCRs peuvent etre actifs de facon spontanee, ce qui suggere une 
conformation entre deux etats, done un equilibre entre la conformation inactive et active 
en absence de l'agoniste (LEFF, 1995) . Cette activite independante de l'agoniste a ete 
la plupart du temps observee dans les lignees cellulaires ou les souris transgeniques dans 
lesquelles les recepteurs sont surexprimes ou mutes (BOND et al., 1995). Les composes 
se comportant comme des agonistes inverses ont une affinite plus elevee pour la 
conformation inactive, ce qui resulte en une diminution de la proportion des recepteurs 
ayant une conformation active, et par consequent, une reduction de l'activite basale des 
mecanismes effecteurs (SAMAMA et al., 1994). Precedemment, des etudes effectuees 
dans notre laboratoire avaient montre que les molecules orthosteriques utilisees dans cette 
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etude pouvaient se comporter comme des antagonistes, mais egalement comme agonistes 
inverses du recepteur du PAF (DUPRE et al., 2001). 
Les molecules orthosteriques utilisees appartiennent a differentes families incluant les 
benzodiazepines (WEB 2086), des analogues du PAF (CV3988), des ginkolides 
(BN52021) et autres families. Jusqu'a present, le comportement de ces antagonistes et 
agonistes inverses du PAF n'avait pas ete analyse dans la voie des MAPKs. II s'est avere 
que le WEB2086 de la famille des benzodiazepines etait l'antagoniste le plus efficace en 
ce qui a trait a la production d'inositols phosphates. Parmi les autres antagonistes testes, 
le bromure d'octylonium, le PCA 4248 et le Trans-BTP dioxolane se sont reveles etre 
egalement d'excellents antagonistes, car ils reduisaient de facon significative le niveau 
basal de la production d'inositols phosphates. Tous les antagonistes utilises etaient 
egalement des agonistes inverses, et contrairement a ce qui avait ete reporte auparavant 
(DUPRE et al., 2001), le bromure d'octylonium s'est egalement comporte comme un 
agoniste inverse, car il reduisait le niveau basal de la production d'inositols phosphates. 
Les autres antagonistes comme le FR49175, le BN52021 et meme le PCA4248 ont 
montre un caractere plus faible d'antagoniste car ils competitionnent plus faiblement avec 
le PAF pour son recepteur. La production d'inositols phosphates induite par le PAF etait 
quasiment egale a celle induite dans les cellules prealablement traitees avec les 
molecules. Le FR49175, le BN52021 et le PCA4248 se comportent tout de meme comme 
des agonistes inverses, car ils reduisaient le niveau basal de production d'inositols 
phosphates. II est probable que ces molecules en interagissant plus faiblement avec le 
recepteur, sont facilement deplacees par le PAF, ou 1'autre probabilite est que ces 
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molecules ne lient pas le recepteur au meme site de liaison que le PAF, ce qui pourrait 
affecter leur caractere antagoniste, sans pour autant perdre leur capacite agoniste inverse. 
En ce qui a trait aux essais de phosphorylation de ERK 1/2, le WEB2086 a ete la 
molecule a posseder une meilleure activite antagoniste. Quand les cellules etaient 
pretraitees au WEB2086 a une concentration de 10"5M, puis stimulees avec le PAF a une 
concentration de 10"8M, il y avait une reduction tres significative de 90% de la production 
d'inositols phosphates comparativement a celle obtenue quand les cellules etaient 
stimulees avec le PAF seul. De facon generate, une reduction importante etait obtenue 
lorsque le PAF etait 1000 a 10000 fois moins concentre que la molecule, c'est-a-dire 10" 
8M, 10"9Mpour le PAF et 10"5M pour la molecule. 
Differents modulateurs potentiellement allosteriques ont ete egalement utilises pour voir 
si elles avaient une activite antagoniste, agoniste ou agoniste inverse du PAF. D'apres les 
resultats obtenus, ces molecules ne modulaient aucune des deux voies qui avaient ete 
testees, soit la voie des MAPKs et le cycle biochimique des phosphoinositides. Ces 
molecules pourraient avoir un effet neutre et n'affecteraient en rien la conformation du 
recepteur. De plus, probablement que ces molecules ne lient absolument pas le recepteur 
du PAF, et l'une des perspectives pour ce projet de recherche serait de faire un test de 
liaison du PAF avec ces modulateurs potentiellement allosteriques. 
Dans un autre ordre d'idees, il a ete montre dans des etudes realisees auparavant que le 
THG 315 etait un antagoniste du recepteur du PAF (BOUAYAD et al., 2004; HOU et al., 
2003). Dans ces etudes, il avait ete montre qu'en cas de stress oxydatif, qu'il y avait 
formation et activation de plusieurs facteurs notamment l'activation de la phospholipase 
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A2, qui est une enzyme cle dans la biosynthese du PAF. II a ete suggere que la 
production de PAF dans le cerveau induisait des dommages ischemiques induits par le 
stress oxydatif chez les nouveaux-nes (AKISU et al., 1998). PAF est capable d'induire la 
vasoconstriction cerebrale, coronaire et pulmonaire (ARMSTEAD et al., 1988). Le 
mecanisme de Taction vasculaire est controverse, mais plusieurs investigations ont 
rapporte que certains de ses effets ont lieu suite a la formation des produits de la 
cyclooxygenase provenant du cycle de l'acide arachidonique, en reponse a l'activation du 
recepteur du PAF (DILLON et al., 1988). Dans les etudes effectuees par Hou et 
collaborateurs, le pretraitement des tissus cerebraux avec un antagoniste du recepteur de 
la thromboxane, L-670596, ainsi qu'un antagoniste du recepteur du PAF, le THG 315, 
avaient diminue de facon importante la vasoconstriction induite par le PAF tout seul 
(HOU et al., 2003). Contrairement a ce qui etait attendu, cette meme molecule, le THG 
315 considere comme un antagoniste du PAF, n'exercait aucun effet sur les voies de 
signalisation qui avaient ete testees dans cette etude. Les etudes qui demontraient que le 
THG 315 etait un antagoniste du PAF etaient realisees de facon ex-vivo et in vivo dans 
une reponse complexe induite par le PAF. Ces etudes etaient realisees dans un systeme 
d'expression naturelle, tandis que nos etudes etaient realisees in-vitro, dans un 
environnement controle. II est possible que l'effet antagoniste du compose THG-315 
observe in vivo n'etait pas directement lie a l'antagonisme du PAFR. Le mode d'action de 
ces modulateurs n'est pas encore tres clair et reste a etre elucide. 
Le but des etudes in vitro, est de dissequer les mecanismes qui menent a ce genre de 
reponses complexes et d'etre capable d'identifier specifiquement les voies qu'on devrait 
cibler pour une therapie d'une condition mimee par le modele in vivo chez 1'animal. Les 
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etudes in vitro sont aussi beaucoup plus faciles a faire dans un contexte ou Ton voudrait 
faire des etudes de structure-activite (SAR) sur plusieurs derives d'un meme ligand. Par 
exemple, si le THG 315 s'etait avere efficace contre l'activation de Gq par le PAFR, on 
aurait pu determiner quels residus dans le peptide sont importants ou non avec ce test et 
ensuite developper un peptidomimetique beaucoup plus stable et efficace que le peptide 
lui-meme. Malheureusement, le THG n'avait aucun effet sur les voies etudiees dans 
cette etude, mais aussi, ceci est aussi de l'information indiquant que ce ne sont 
probablement pas ces voies qui sont induites dans le modele animal ou Ton voit un effet 
du THG. 
La suite du projet, serait de tester d'autres voies de signalisation comme la voie des 
PKC, la migration cellulaire ou autres. En effet, il a d'ailleurs ete rapporte que le 
WEB2086 qui est un excellent antagoniste du PAFR, pouvait egalement se comporter 
comme un agoniste du PAFR en activant des isozymes de PKC differents de ceux induits 
par le PAF (DUPRE et al., 2007). D'autres lignees cellulaires pourraient egalement etre 
utilisees, afin de voir si ces modulateurs potentiellement allosteriques auraient un effet 
sur d'autres types cellulaires par exemple. Des essais de micro-puce pourraient etre 
egalement realises, car l'essai de micro-puce determine aussi le resultat d'une reponse 
complexe menant a l'activation de la transcription de genes precis dont l'activite des 
promoteurs pourrait etre utilisee comme reponse pour un SAR. 
Afin de voir si ces modulateurs inhibaient l'oligomerisation du PAFR, nous avons realise 
des essais de BRET permettant de mesurer l'interaction physique entre deux proteines. 
En effet, un nombre important d'etudes ont montre que plusieurs GPCRs forment des 
homodimeres aussi bien que des heterodimeres (BOUVIER, 2001). II a ete montre que 
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plusieurs recepteurs pouvaient former des homodimeres : il s'agit entre autres du 
recepteur P2 adrenergique (HEBERT et al., 1996) du recepteur 8 opioi'de (CVEJIC et 
DEVI, 1997) des recepteurs de chimiokine CCR2b, CCR4, et CCR5 (RODRIGUEZ-
FRADE et al., 1999a; RODRIGUEZ-FRADE et al., 1999b) le senseur de Ca2+ (ZHANG 
et al., 2001). Les agonistes peuvent stabiliser les dimeres de plusieurs recepteurs incluant 
le recepteur P2 adrenergique et les recepteurs de chimiokines. Ceci suggere que 
rhomodimerisation pourrait jouer un role directement ou non dans le mecanisme 
d'activation de certains recepteurs, ou peut etre dans l'internalisation dependante de 
l'agoniste comme il a ete montre pour le recepteur 8 opioi'de (CVEJIC et DEVI, 1997). 
De plus Hebert et ses collaborateurs ont montre que les oligomeres constituent la forme 
active du recepteur P2 adrenergique (HEBERT et al., 1996). lis ont egalement montre que 
l'exposition du recepteur a un agoniste inverse promouvait la forme monomerique. De ce 
fait, les GPCRs possederaient des ressemblances avec les recepteurs de cytokines et de 
facteurs de croissance, dont 1'activation depend de leur transition de monomeres a 
oligomeres (LEMMON et al., 1997). Les resultats obtenus nous suggerent que : le PAFR 
peut dimeriser spontanement, independamment de la presence du PAF, et que les 
modulateurs potentiellement allosteriques n'inhibent aucunement rhomodimerisation du 
PAFR. 
Nous avons egalement teste des surnageants d'hybridomes diriges contre la portion 
GFQDSKFHQA de la troisieme boucle extracellulaire du PAFR. Nos resultats de 
marquage extracellulaire du PAFR, du CXCR4, utilise comme controle negatif, et meme 
sur les cellules HEK 293 non transferees, nous indiquent qu'il n'y a pas de marquage 
specifique pour le PAFR. Une explication plausible emanant de ces resultats serait que 
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les surnageants d'hybridomes ne reconnaissent pas la conformation native du PAFR, ce 
qui pourrait etre du a la structure 3D du recepteur qui empecherait 1'accessibility aux 
anticorps presents dans les surnageants d'hybridomes. 
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Partie 9 : Conclusion 
Les travaux de recherche presentes ici visaient premierement a determiner l'activite 
antagoniste et agoniste inverse des molecules orthosteriques sur la production d'inositols 
phosphates et la phosphorylation de ERK1/2 dans les cellules HEK293 transferees de 
fa9on stable avec le recepteur du PAF. Ces resultats montrent que l'efficacite de ces 
molecules orthosteriques a antagoniser les reponses induites par le PAF depend de leur 
nature et de leur concentration. La caracterisation des modulateurs potentiellement 
allosteriques, en ce qui a trait a leur activite antagoniste, agoniste ou agoniste inverse 
avec le PAFR a revele que ces modulateurs ne modulaient aucune des voies 
majoritairement connues pour etre activees par le PAFR, comme la voie des MAPK et le 
cycle des phosphoinositides, et finalement qu'il n'y avait pas de marquage specifique du 
PAFR avec les surnageants d'hybridome etudies. Vu que le PAF est un puissant 
phospholipide pro-inflammatoire implique dans la physiologie et la pathophysiologie de 
plusieurs systemes, incluant le systeme nerveux, la reproduction, le systeme respiratoire, 
trouver une molecule qui inhiberait une reponse induite par le PAF, et qui serait 
impliquee dans un dommage cellulaire, comme la vasoconstriction de la vascularisation 
du cerveau par exemple, serait un outil pharmacologique efficace. Le but ultime de 
l'utilisation de ces molecules etait de produire un bon outil pharmacologique capable 
d'inhiber ou d'attenuer eventuellement un ou des effets pathophysioloqiques du PAF. 
D'autres voies de signalisation peuvent etre investiguees afin de voir si ces modulateurs 
potentiellement allosteriques ne seraient pas impliques dans l'activation d'autres voies de 
signalisation, dans d'autres systemes biologiques, avec d'autres lignees cellulaires. En 
conclusion, les etudes effectuees dans le cadre de projet indiquent clairement que les 
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modulateurs utilises ne possedaient aucune activite dans la lignee cellulaire HEK 293 
PAFR-HA 
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